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Introduction
En 1595, Zacharias Jansen semble avoir conc¸u le premier microscope a`
deux lentilles. Mais c’est en 1665 que Robert Hooke montre qu’un tel instru-
ment peut eˆtre utile a` la Biologie. Il observe alors, d’abord dans un morceau
de lie`ge puis dans des plantes vivantes, une structure compartimente´e en ”cel-
lules”. Il faut cependant attendre la fin du dix-neuvie`me sie`cle et l’invention
de syste`mes3 mieux corrige´s des aberrations pour que le microscope devienne
un instrument indispensable dans de nombreux domaines de la Biologie.
De nos jours, l’un des enjeux majeurs de la biologie mole´culaire est
de comprendre les me´canismes inter- et intra-cellulaires. Pour y parvenir, le
moyen le plus intuitif reste l’observation directe de ces phe´nome`nes sans les
perturber. Avec l’apparition de sources LASER stables, d’objectifs a` forte
ouverture nume´rique et de photode´tecteurs ultrasensibles, la microscopie a`
fluorescence permet d’e´tudier les cellules vivantes, leur comportement et leur
fonctionnement. Ne´anmoins, cette technique de microscopie est encore limi-
te´e par sa sensibilite´ et son pouvoir de re´solution. En effet, la moitie´ au moins
de la fluorescence e´mise par l’e´chantillon n’est pas collecte´e par l’objectif de
microscope et la re´solution atteint au mieux la limite donne´e par Abbe en
1873. Re´cemment pourtant, le couplage de deux (voire 4 et peut-eˆtre un jour
6) microscopes confocaux a permis non seulement de collecter la fluorescence
dans toutes les directions de l’espace4 mais aussi d’ame´liorer d’un facteur
cinq la re´solution le long de l’axe optique. Au meˆme moment, graˆce au de´ve-
loppement de came´ras ultrasensibles et a` l’apparition de luminophores tre`s
lumineux et moins sensibles a` la photodestruction, de nouvelles techniques
de suivi de particules ont e´te´ utilise´es pour localiser des mole´cules participant
spe´cifiquement a` certains me´canismes, avec une pre´cision nanome´trique dans
le plan focal de l’objectif de microscope. Dans ce contexte, nous avons de´-
cide´ d’e´tudier le fonctionnement de plusieurs types de 4π-microscopes, pour
re´soudre deux proble`mes : la localisation axiale des luminophores et l’ame´-
lioration de la re´solution dans le plan focal des objectifs.
3Carl Zeiss a fabrique´ et commercialise´ le premier microscope ”moderne” en 1891
4Ce syste`me s’appelle un 4π-microscope.
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La premie`re partie est une introduction a` la microscopie optique en
Biologie pour rappeler brie`vement les dimensions courantes des constituants
d’une cellule et pour de´crire quelques techniques de microscopie optiques.
La partie II est consacre´e a` la description de la me´thode de localisa-
tion axiale de luminophores par interfe´rome´trie a` faible longueur de cohe´rence
dans un 4π-microscope. Cette partie est divise´e en deux chapitres. Dans le
chapitre 2, nous expliquons le principe de la me´thode et de´crivons les carac-
te´ristiques (avantages et inconve´nients) de notre montage. Dans le chapitre
3, nous e´voquons la proce´dure et les difficulte´s de re´glage et nous discutons
des re´sultats expe´rimentaux et des effets des aberrations chromatiques sur la
mesure.
La partie III est aussi compose´e de deux chapitres. Le chapitre 4 est
consacre´ aux calculs de la diffraction des champs d’excitation et d’e´mission
dans un microscope. Dans un premier temps, nous nous inte´ressons au pro-
ble`me de la focalisation par un objectif a` forte ouverture d’un faisceau po-
larise´ puis a` celui de l’imagerie d’un fluorophore a` travers un syste`me confo-
cal. Ces calculs nous permettent, dans le chapitre 5, d’e´tudier la re´solution,
dans toutes les directions, de diffe´rents microscopes confocaux a` fluorescence
comme par exemple le 4π-microscope. Nous terminons ce chapitre en propo-
sant un 4π-microscope modifie´ qui permet d’ame´liorer la re´solution au-dela`
de la limite de diffraction.
2
Premie`re partie
E´tat de l’art
3
4
Chapitre 1
Introduction sur la microscopie
optique en Biologie
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Introduction
Depuis maintenant une cinquantaine d’anne´es la biologie mole´culaire
repose sur une vision me´canistique ou` des processus de signalisation seraient
a` la base du comportement cellulaire (expression de geˆnes, mouvement, divi-
sion cellulaire . . .). Bien que repre´sente´e par des sche´mas structure´s et cohe´-
rents, la propagation de l’information dans la cellule reste mal connue tant
sur le plan spatial (Ou` se localise le flux du signal ?), temporel (Quelle est
la dynamique des diffe´rentes entite´s mole´culaires ?) que structural (Y a-t-il
changement de structure a` l’e´chelle nanome´trique ?). La connaissance pre´cise
de ces flux d’informations mole´culaires dans la cellule est de´licate a` obtenir
car ceux-ci impliquent souvent plusieurs partenaires de taille nanome´trique
et s’ope`rent a` des e´chelles spatio-temporelles varie´es. Dans ce contexte, les
instruments a` de´velopper doivent donc pre´senter trois caracte´ristiques bien
particulie`res :
– une grande sensibilite´ car les concentrations mole´culaires utiles au pro-
cessus de signalisation sont souvent tre`s faibles ;
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– un grand pouvoir de re´solution spatiale et temporelle pour distinguer
les processus les uns des autres ;
– et une innocuite´ vis-a`-vis de la cellule. En effet, toute perturbation peut
entrainer des modifications dans les me´canismes observe´s.
Ainsi, les techniques de microscopie e´lectronique qui offrent pourtant des
re´solutions nanome´triques ou celles a` sondes locales (SNOM1, AFM2) ne
conviennent pas parce qu’elles ne permettent pas (ou n’ont pas encore per-
mis) de travailler avec des cellules vivantes. Actuellement, les techniques de
microscopie optique en champ lointain re´alisent le meilleur compromis entre
les trois caracte´ristiques de´crites pre´ce´demment, meˆme si la re´solution spa-
tiale reste l’un des facteurs limitants.
1.1 La cellule
En bref, nous pouvons dire qu’une cellule pre´sente un diame`tre moyen
de 20 microme`tres, elle est de´limite´e par une membrane plasmique consti-
tue´e d’une bi-couche lipidique d’e´paisseur infe´rieure a` 5 nanome`tres. L’es-
pace intracellulaire est compartimente´ en organelles (le noyau, le reticulum
endoplasmique, l’appareil de Golgi. . .). Parmi ces constituants, les prote´ines,
pour la plus part d’une taille de quelques nanome`tres, ont une structure tri-
dimensionnelle qui joue un grand roˆle dans leur fonction. Elles peuvent eˆtre
localise´es dans l’espace intra-cellulaire ou comme le montre la figure 1.1, dans
la membrane. Ce sont les diffe´rentes e´chelles spatiales mais aussi temporelles
rencontre´es dans la cellule d’e´tude qui imposent les caracte´ristiques des outils
a` utiliser. Plusieurs proble`mes se posent :
– les dimensions des objets a` observer ;
– le contraste de ces objets. . .
1.2 La microscopie a` fluorescence
La condition ne´cessaire pour voir un objet est qu’il soit contraste´. Le
contraste optique peut avoir diverses origines, il faut simplement discerner
l’objet du milieu qui l’entoure. La microscopie classique en champ clair s’ap-
puie essentiellement sur les effets d’absorption et de re´fraction de l’e´chan-
tillon. Parce que les cellules sont transparentes, de nombreuses techniques ont
e´te´ mises au point afin d’augmenter le contraste des objets cellulaires. Nous
1”Scanning Near-field Optical Microscope”
2”Atomic Force Microscope”
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Fig. 1.1 – Une cellule animale et ses composants.
n’en citerons que deux : la microscopie en champ noir et celle a` contraste
de phase (DIC3). Nous ne de´taillerons pas ces techniques mais le lecteurs
inte´resse´ pourra se rapporter a` un ouvrage de re´fe´rence tel que celui de Mur-
phy [1].
Le contraste de fluorescence
La fluorescence4 apparaˆıt aujourd’hui comme un des moyens les plus
efficaces pour faire apparaˆıtre les objets biologiques. La technique consiste a`
marquer avec un fluorophore (ou d’autres types de luminophores comme par
exemple les nanocristaux) une espe`ce de mole´cule utilise´e dans le processus
d’e´tude. Ces fluorophores ont la proprie´te´ d’e´mettre une radiation lumineuse
lorsqu’ils sont photo-active´s. La repre´sentation de ce phe´nome`ne dans l’es-
pace des e´nergies est de´crite par les courbes (a) et (b) de la figure 1.2.
Lorsque un (a) ou plusieurs (b) photons d’e´nergie e´quivalente a` la transition
e´lectronique (S0 → S1), sont absorbe´s par ce type de mole´cules il peut y avoir
e´mission d’un photon le´ge`rement moins e´nerge´tique. Le de´calage de Stokes
3”Differential Interference Contrast”
4La fluorescence est un cas particulier de luminescence qui regroupe les divers processus
d’e´mission de lumie`re.
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Fig. 1.2 – Diagramme de Jablonski repre´sentant le processus de fluorescence
a` 1 photon (a), et a` 2 photons (b). Spectre d’absorption et d’e´mission typique
d’un fluorophore (c).
correspond a` ce de´calage spectral repre´sente´ par l’e´cart entre les maxima des
deux spectres (d’absorption et d’e´mission) de la figure 1.2 (c). A l’aide de
filtres, il est donc possible de se´parer la lumie`re provenant de l’excitation
de celle e´mise par les fluorophores de sorte que seules les mole´cules d’inte´-
reˆts apparaissent a` l’image. Remarquons que cette technique a` d’autant plus
d’inte´reˆt que des prote´ines fluorescentes [2] (comme la GFP5) peuvent eˆtre
fusionne´es a` la prote´ine e´tudie´e par modifications ge´ne´tiques.
Le contraste de temps de vie
Il est a` remarquer que les mole´cules fluorescentes ont tendances a` eˆtre
photo-de´truites au cours du temps, ce temps de vie peut eˆtre utilise´ pour
ge´ne´rer un contraste ; le FRET6 tire parti de ce phe´nome`ne qui semblait a
priori eˆtre un inconve´nient. De meˆme les chromophores se de´sexcitent plus
ou moins rapidement selon leur type et leur environnement ; la technique de
FLIM7 mesure ces temps8 de de´sexcitation radiative.
La microscopie non-line´aire
Certaines interactions Lumie`re-matie`re sont de plus en plus utilise´es
pour l’imagerie. La raison vient de l’apparition re´cente de sources Laser fiables
permettant d’e´mettre des impulsions ultra-bre`ves pre´sentant des puissances
5”Green Fluorescent Protein”
6”Fluorescence Resonant Energy Transfert”
7”Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy”
8Ces temps sont de l’ordre de la nanoseconde.
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creˆtes importantes. Elles ont l’avantage conside´rable de ne pas ne´cessiter de
marquage puisque c’est la mole´cule d’inte´reˆt qui est directement excite´e. Nous
ne citerons que les trois principales techniques qui utilisent ces phe´nome`nes :
la ge´ne´ration du second harmonique [3], la ge´ne´ration du troisie`me harmo-
nique [4] et la microscopie Raman stimule´e (CARS9) [5]. Notons que dans la
suite, nous aborderons un autre phe´nome`ne non-line´aire : l’absorption par un
fluorophore de plusieurs photons simultane´ment (Cf. fig.1.2 (b)). Nous par-
lerons alors de microscopie fonctionnant en re´gime d’excitation a` deux [6,7],
trois [8] photons. . . Toutes ces me´thodes de microscopie non-line´aire utilisent
des faisceaux excitateurs dans l’infrarouge proche, ce qui permet de travailler
dans des e´chantillons diffusants plus e´pais.
1.3 Re´duction du volume de de´tection
C’est a` la fin du dix-neuvie`me sie`cle que Abbe et Rayleigh ont montre´
que la re´solution des microscopes e´tait limite´e par les lois de la diffraction [9,
10]. Il est, en effet, impossible de distinguer deux objets identiques se´pare´s par
une distance plus petite que la limite de diffraction10 avec un microscope dit
”classique”. Ne´anmoins, cette forme de microscopie n’interdit ni la de´tection
ni la localisation de mole´cules fluorescentes individuelles (cf. chapitre 2). Nous
avons vu qu’en Biologie cellulaire, la me´thode le plus couramment utilise´e est
la microscopie confocale a` fluorescence. La re´solution du syste`me est alors
directement lie´e a` un volume d’efficacite´ de de´tection qui de´pend a` la fois
des proprie´te´s du faisceau excitateur et du syste`me optique de collection de
la lumie`re (cf. chapitre 5). Jusqu’a` pre´sent, tandis que de nombreux efforts
ont e´te´ mene´s pour re´duire le volume d’excitation (polarisation et forme
du faisceau) quasiment rien n’a permis de re´duire le volume d’efficacite´ de
collection. En effet, seul un trou11 place´ devant le photode´tecteur et adapte´
a` la tache de diffraction, limite axialement le volume de de´tection. Tous ces
volumes sont de´termine´s par les lois de la diffraction, nous verrons donc que
l’expe´rimentateur a tout inte´reˆt de travailler avec un objectif a` forte ouverture
et des longueurs d’ondes (excitation et e´mission) les plus petites possibles.
Il faut cependant remarquer qu’un rayonnement trop e´nerge´tique (proche
ultraviolet) n’est pas sans conse´quence pour la cellule. De plus la gamme des
fluorophores non-toxiques pour la cellule limite la longueur d’onde d’e´mission
au vert (∼ 500 nm). Re´cemment diffe´rentes me´thodes sont apparues pour
9”Coherent Anti-Stokes Raman Scattering”
10Abbe et Rayleigh ont montre´ que cette distance est proportionnelle au rapport de la
longueur d’onde d’e´mission sur l’ouverture nume´rique des objectifs.
11Ce trou est appele´ trou confocal ou ste´nope´.
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re´duire le volume de de´tection. Nous ne citerons que les trois principales :
– l’excitation par des ondes e´vanescentes (TIRF12) ;
– la de´ple´tion stimule´e de l’e´mission (STED13) ;
– le couplage de plusieurs microscopes confocaux.
La microscopie TIRF
Ge´ne´ralement les e´chantillons biologiques sont en solution aqueuse,
l’indice du milieu est donc proche de n=1.33. La microscopie de fluorescence
par re´flexion totale interne (TIRF) consiste a` venir exciter les fluorophores
de l’e´chantillon avec des ondes e´vanescentes issues de la re´flexion totale du
faisceau excitateur a` l’interface entre la lamelle et l’eau. En effet, lorsque
un faisceau arrive sur une interface entre deux milieux d’indices n1 et n2
(n1 > n2), avec un angle θ supe´rieur a` l’angle critique de re´flexion, une
onde e´vanescente (de longueur d’onde λ) pe´ne`tre le deuxie`me milieu sur une
e´paisseur :
d =
λ
4π
√
(n1 sin θ) 2 − n22
(1.1)
Plusieurs me´thodes permettent de cre´er un champ e´vanescent [11]. La figure
1.3 de´crit les deux principales. En (a), un prisme fonctionnant en re´flexion to-
tale, est place´ au dessus de l’e´chantillon tandis que la fluorescence est collecte´e
par l’objectif place´ sous l’e´chantillon. En (b), un objectif a` tre`s forte ouver-
ture nume´rique (NA > 1.33) vient focaliser le faisceau excitateur et collecter
la fluorescence. Olympus commercialise par exemple un objectif d’ouverture
NA = 1.65 dans un liquide d’indice n = 1.78. Dans ce cas, la formule (1.1)
nous permet d’estimer la longueur axiale du volume d’excitation a` λ/12.
La figure 1.4 montre l’ame´lioration apporte´e par la me´thode TIRF sur des
images de neurones par rapport a` la microscopie confocale classique.
La microscopie STED
Actuellement la de´ple´tion par e´mission stimule´e (STED) est la me´-
thode qui permet de re´duire le plus le volume de de´tection. Hell et al. pre´tend
obtenir une re´solution infe´rieure a` 20 nanome`tres [12]. De`s 1994, il a e´te´ pro-
pose´ par Hell et al. d’utiliser la saturation d’une transition entre deux e´tats
e´lectroniques pour empeˆcher localement l’e´mission de la fluorescence [13].
La figure 1.5 nous montre qu’une premie`re impulsion focalise´e vient exciter
12”Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy”
13”Stimulated Emission Depletion”
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(a)
Prisme
(b)
Fig. 1.3 – Deux techniques de microscopie TIRF. En (a), un prisme fonc-
tionnant en re´flexion totale, est place´ au dessus de l’e´chantillon. Le champ
e´vanescent ainsi cre´e´ vient exciter les fluorophores. La fluorescence est collec-
te´e par un objectif (sous l’e´chantillon). En (b), un objectif a` tre`s forte ouver-
ture nume´rique (NA > 1.33) vient focaliser le faisceau excitateur et collecter
la fluorescence. Ce faisceau a ge´ne´ralement une forme d’anneau (sombre au
centre) de sorte que seules les hautes fre´quences soient focalise´es.
Fig. 1.4 – Images de Neurones re´alise´es avec la me´thode TIRF (a` gauche)
et avec un microscope confocal classique (a` droite). Les images viennent du
site www.olympusmicro.com
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les fluorophores puis une deuxie`me en forme de ”boue´e” (pre´sentant une in-
tensite´ nulle au foyer) a tendance a` les stimuler vers leur e´tat fondamental.
Ainsi seuls les fluorophores se trouvant dans les environs du foyer e´mettent
le signal de fluorescence. Il est a` remarquer que c’est un effet non-line´aire
dans la de´ple´tion qui permet d’atteindre de tels re´sultats. Cette technique
semble, toutefois, avoir deux de´fauts majeurs. En effet, l’utilisation du STED
avec des fluorophores de couleurs diffe´rentes reste (par conception) difficile et
l’utilisation de tre`s fortes intensite´s endommage la plupart des e´chantillons
biologiques. Ne´anmoins ces deux points peuvent ne pas eˆtre geˆnants dans
d’autres domaines que la biologie comme la microe´lectronique [14].
a) b)
c)
Fig. 1.5 – Principe de la microscopie par e´mission stimule´e de fluorescence
(STED).(a) Diagramme d’e´nergie d’un fluorophore. Une mole´cule excite´e
dans un e´tat S1 peut revenir vers un e´tat fondamental S0 par e´mission spon-
tane´e (la fluorescence) ou par e´mission stimule´e. (b) Pour que le processus
stimule´ l’emporte sur le processus spontane´ et que la de´ple´tion soit sature´e,
les impulsions STED doivent eˆtre intenses et plus courtes que le temps de
vie de fluorescence de la mole´cule dans S1. Les impulsions d’excitation et de
de´ple´tion sont synchronise´es mais de´cale´es temporellement pour permettre le
peuplement de S1 avant sa de´ple´tion. (c) Au faisceau d’excitation confocal est
superpose´ le faisceau de de´ple´tion qui posse`de une zone centrale d’intensite´
nulle. Extrait de ”La nanophotonique” [15].
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La microscopie a` plusieurs objectifs
Au de´but des anne´es 1990, Hell a eu l’ide´e de coupler deux microscopes
confocaux14 pour ame´liorer la re´solution axiale des microscopes optiques.
Dans le montage de´crit par Hell et al. [16] (cf. fig. 1.6 (a)) et dans celui de
Sheppard et al. [17] (cf. fig. 1.6 (b)), deux objectifs a` forte ouverture nume´-
rique se font face de sorte que la fluorescence soit collecte´e quasiment dans
toutes les directions (sur 4π ste´radians) ; d’ou` le nom de 4π-microscope (Cf.
figure 1.7 (a)). Dans ces deux types de microscopes, deux faisceaux se pro-
pagent contrapropagativement pour interfe´rer au voisinage de l’e´chantillon.
Dans le chapitre 5.2, nous verrons que le re´seau de franges ainsi obtenu, struc-
ture la tache de focalisation et permet d’augmenter la re´solution axiale d’un
facteur 5 environ. Le 4π-microscope en forme de triangle (de Hell14) commer-
cialise´ par Leica (Cf. fig. 1.6 (a)) permet aussi de faire interfe´rer les signaux
de fluorescence collecte´s par chaque objectif ; ce microscope est appele´ 4π-
microscope de type C par opposition aux types A et B qui respectivement
ne font interfe´rer que l’excitation ou que l’e´mission. Nous verrons, dans le
chapitre 2, qu’il est possible de modifier le microscope propose´ par Sheppard
(qui est de type A) pour qu’il soit aussi de type C.
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Fig. 1.6 – 4π-microscopes propose´s en (a) par Hell et en (b) par Sheppard.
Un autre type de microscope a` deux objectifs a e´te´ de´veloppe´ par
Stelzer et Lindek : le ϑ-microscope (Cf. figure 1.7 (b)). Dans ce cas, l’axe
d’illumination et celui d’observation forment un angle ϑ [18–20]. Le gain
14European Patent EP0491289, (24-06-1992), Classification : G02B21/00M4A
14 CHAPITRE 1. LA MICROSCOPIE OPTIQUE EN BIOLOGIE
T
(b)(a)
Fig. 1.7 – Microscopes a` 2 objectifs. En (a) : 4π-microscope. En (b) :
ϑ-microscope.
de re´solution est toujours le long de l’axe optique, il atteint un facteur 3,5.
Notons que ce type de microscopes permet de travailler sans trou confocal [21]
et d’eˆtre couple´ a` un 4π-microscope15 [22]. Deux versions plus complexes, a`
quatre et a` six objectifs ont respectivement e´te´ re´alise´es par Swoger et al. [23]
et par Haeberle´ et al. [24] ; elles ame´liorent sensiblement la re´solution mais ne
permettent ni de travailler avec des e´chantillons volumineux, ni d’eˆtre re´gle´es
facilement par des non-spe´cialistes. Remarquons enfin, qu’il existe aussi des
versions de 4π- et de ϑ-microscopes a` un objectif et a` un miroir [25,26] ; elles
ne semblent pas bien adapte´es a` l’imagerie mais sont utiles dans d’autres
domaines (FCS16, . . .).
Conclusion
Dans les chapitres suivants nous nous inte´resserons particulie`rement
aux 4π-microscopes. Dans la partie II, nous de´crirons comment nous
avons modifie´ le 4π-microscope propose´ par Sheppard pour obtenir un 4π-
microscope de type C qui nous permet de localiser axialement les lumino-
phores. Ensuite dans la partie III, nous calculerons la re´solution de diffe´rents
types de microscopes confocaux et notamment de 4π-microscopes. Enfin nous
proposerons une me´thode pour augmenter leur re´solution en particulier dans
le plan transverse a` l’axe optique.
15Le microscope est alors forme´ de trois objectifs.
16”Fluorescence Correlation Spectroscopy”
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Introduction
Graˆce au de´veloppement de came´ras ultrasensibles, les me´thodes per-
mettant de localiser et de suivre des mole´cules uniques sont en plein essor. Ce-
pendant toutes ces techniques, tre`s efficaces pour localiser les sources situe´es
dans le plan focal de l’objectif, sont re´ellement limite´es lorsque les sources
se de´placent le long de l’axe optique. Dans cette partie, nous allons nous in-
te´resser a` la localisation axiale de luminophores par interfe´rome´trie a` faible
longueur de cohe´rence dans un 4π-microscope proche du mode`le propose´ par
Sheppard et al. (cf. fig. 1.6 (b)). Dans le chapitre 2, apre`s avoir explique´ la
technique d’interfe´rome´trie a` faible longueur de cohe´rence, nous de´crirons le
principe de l’expe´rience que nous avons mene´e. Nous de´taillerons les mul-
tiples avantages du montage mais aussi ses inconve´nients. Le chapitre 3 sera
consacre´ a` la proce´dure de re´glage, aux re´sultats expe´rimentaux et a` une
discussion sur l’influence des aberrations chromatiques sur la qualite´ de nos
mesures. Enfin, nous terminerons en abordant les effets d’un de´placement de
la source dans le plan focal de l’objectif. Cette e´tude nous ame`nera (dans le
chapitre 4) a` e´tudier en de´tail la diffraction dans un microscope.
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Chapitre 2
Principe du montage
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2.1 Description du principe du montage
Notre montage repre´sente´ a` la figure 2.1 est un 4π−microscope parti-
culier qui, nous le verrons, sert a` localiser axialement les luminophores [27].
Bien qu’il soit base´ sur un montage propose´ par Sheppard et al. [17], il a
e´te´ inspire´ par l’expe´rience de microscopie sur miroir mene´e par Etienne et
al. [28, 29]. Comme tout microscope confocal a` fluorescence, notre syste`me
est constitue´ d’un faisceau excitateur comple`tement re´fle´chi par un miroir
dichro¨ıque et focalise´ par un objectif de microscope. Ce faisceau est collecte´
par un deuxie`me objectif de microscope, re´fle´chi par un miroir et refocalise´
par l’objectif sur l’e´chantillon, de fac¸on a` cre´er une succession de franges
brillantes et sombres (le long de l’axe optique) dans la zone d’excitation.
Dans cette configuration, pour qu’il y ait des interfe´rences, nous verrons que
la source excitatrice doit avoir un spectre assez e´troit. En effet, sa longueur
de cohe´rence doit eˆtre supe´rieure a` la distance aller-retour parcourue par
le faisceau entre le foyer de l’objectif et le miroir. Les fluorophores situe´s
19
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Fig. 2.1 – Principe du montage expe´rimental.
au voisinage du foyer ont donc une forte probabilite´ d’eˆtre excite´s et donc
d’e´mettre un signal dans tout l’espace. La fluorescence e´mise vers la droite
(sur la figure 2.1) est directement collecte´e par l’objectif de droite est com-
ple`tement transmise par le miroir dichro¨ıque vers la sortie du microscope.
Celle e´mise vers la gauche est aussi collecte´e par un objectif a` forte ou-
verture nume´rique puis re´fle´chie pour eˆtre refocalise´e sur l’e´chantillon. En
sortie du bloc nomme´ 4π−microscope sur la figure 2.1, le champ est donc la
somme de ces deux faisceaux1 de fluorescence. E´tant donne´ que la diffe´rence
de marche introduite par le 4π−microscope est tre`s supe´rieure a` la longueur
de cohe´rence des fluorophores, les interfe´rences entre ces deux faisceaux de
fluorescence seront brouille´es et donc peu contraste´es. C’est pourquoi, nous
utilisons un interfe´rome`tre de Michelson qui permet de compenser cette diffe´-
rence de marche et donc d’augmenter le contraste des interfe´rences entre les
champs e´mis de chaque cote´ d’un meˆme luminophore, au niveau du photo-
de´tecteur. Nous expliquerons, dans la suite, comment ces interfe´rences nous
1L’un est e´mis vers la gauche et l’autre vers la droite sur la figure 2.1.
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permettent de localiser la source avec une grande pre´cision. Remarquons qu’il
existe d’autres types de microscopes interfe´rome´triques (interfe´rome`tres de
Linnik ou de Mirau) utilise´s pour faire des images tomographiques de tissus
biologiques [30] ou de microcircuits imprime´s [31–33]. Dans notre montage,
nous avons de´cide´ d’utiliser un interfe´rome`tre de Michelson pour des rai-
sons de commodite´ de re´glage mais nous verrons dans le paragraphe 2.6 qu’il
peut eˆtre inte´ressant de remplacer cet interfe´rome`tre de Michelson par un
interfe´rome`tre de Linnik.
2.2 Interfe´rome´trie a` faible longueur de co-
he´rence
Les fluorophores sont des sources a` spectre relativement large. La
courbe continue de la figure 2.2 nous montre le spectre d’e´mission de la Rho-
damine 6G. Son maximum est autour de 550 nanome`tres. Sa largeur atteint
100 nanome`tres a` 20% du maximum. Lorsqu’un interfe´rome`tre a` deux ondes
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Fig. 2.2 – Spectres d’absorption (courbe en pointille´s) et d’e´mission (courbe
continue) de la Rhodamine 6G.
(par exemple un interfe´rome`tre de Michelson) est e´claire´ par une source a`
spectre large, le contraste des interfe´rences de´croˆıt quand la diffe´rence de
marche augmente. Ce phe´nome`ne est duˆ a` un brouillage des franges de diffe´-
rentes couleurs. Nous parlons dans ce cas d’interfe´rome´trie a` faible longueur
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Fig. 2.3 – La source a un spectre gaussien (σ0 = 1/550 nm
−1 et ∆σ =
1/8000 nm−1) proche de celui de la Rhodamine 6G. (a) repre´sente le spectre
et (b) l’interfe´rogramme de la source.
de cohe´rence (PCI)2. A la sortie d’un interfe´rome`tre de Michelson, l’intensite´
lumineuse de´pend de la diffe´rence de marche introduite par l’interfe´rome`tre
et de la longueur d’onde de la source. En supposant que les deux bras de
l’interfe´rome`tre de Michelson sont e´quilibre´s,
I(δ, σ) = P (σ) [1 + cos (k δ)] (2.1)
avec k = 2πσ, σ = 1/λ et P (σ) la densite´ spectrale du flux incident. L’inter-
fe´rogramme d’une source a` spectre large est donc repre´sente´ par la fonction :
I(δ) =
∫
P (σ) [1 + cos (k δ)]dσ. (2.2)
Il est donc forme´ de deux termes : l’un ne de´pend pas de la diffe´rence de
marche du de´modulateur, l’autre est la partie re´elle de la transforme´e de
Fourier du spectre de la source. Plac¸ons nous dans un cas simple, supposons
que le spectre de la source est de´crit par une fonction gaussienne du type
P (σ) ∝ exp
[
−
(
σ − σ0
∆σ
)2]
. (2.3)
Dans ce cas, le calcul de l’interfe´rogramme peut se faire de manie`re analy-
tique :
I(δ) ∝ 1 + cos(2πσ0δ) exp
[−(π∆σδ)2] . (2.4)
La figure 2.3 est un exemple de source a` spectre gaussien (σ0 = 1/550 nm
−1
et ∆σ = 1/8000 nm
−1). Nous de´finissons la longueur de cohe´rence Lc de
2De l’expression anglaise ”Partial Coherence Interferometry”.
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la source comme la distance a` partir de laquelle le contraste des franges de
l’interfe´rogramme devient infe´rieur a` 1/e2 ≈ 13.5% du maximum. Notons
qu’il est fre´quent de faire l’approximation :
Lc =
λ20
∆λ
(2.5)
avec λ0 la longueur d’onde centrale du spectre gaussien (en λ) et ∆λ sa lar-
geur a` mi-hauteur. Au dela` de cette longueur de cohe´rence, nous parlons
classiquement de blanc d’ordre supe´rieur ; son spectre est cannele´.
La mesure d’un interfe´rogramme peut donc permettre de remonter
simplement (en calculant sa transforme´e de Fourier) au spectre de la source.
La spectrome´trie a` transforme´e de Fourier [34,35] utilise ce principe.
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Fig. 2.4 – Un interfe´rome`tre sonde (constitue´ d’une lame partiellement re´fle´-
chissante paralle`le a` un miroir) est e´claire´ par une source a` spectre large. La
longueur de cohe´rence de la source est infe´rieure a` la diffe´rence de marche δs
introduite par l’interfe´rome`tre sonde. Un interfe´rome`tre de Michelson utilise´
comme de´modulateur, nous permet de mesurer pre´cise´ment la distance δs.
2.3 Interfe´rome`tres couple´s
Dans le montage repre´sente´ a` la figure 2.4, un interfe´rome`tre (sonde),
constitue´ d’une lame partiellement re´fle´chissante situe´e a` une grande distance
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d’un miroir, est e´claire´ par une diode e´lectroluminescente a` spectre large. La
diffe´rence de marche δs introduite par cet interfe´rome`tre (sonde) est tre`s
supe´rieure a` la longueur de cohe´rence de la source. Les faisceaux re´fle´chis par
la lame et par le miroir n’interfe`rent donc pas avant d’entrer dans le deuxie`me
interfe´rome`tre. Notons le coefficient de re´flexion d’une des faces de la lame α,
l’autre est comple`tement transparente. A la sortie de l’interfe´rome`tre sonde,
le champ s’e´crit donc :
E(σ, δs) = E0(σ)
[
α+
(1− α)2 (eikδs − α)
1− 2α cos (kδs) + α2
]
(2.6)
avec E0(σ) le champ incident. En supposant que α est petit (par exemple
α = 4%) ou en ne´gligeant les re´flexions multiples, la formule pre´ce´dente se
simplifie en :
E(σ, δs) ≈ E0(σ)
[
α+ (1− α)2 eikδs] (2.7)
En sortie du deuxie`me interfe´rome`tre (le de´modulateur), en supposant que
les bras de l’interfe´rome`tre de Michelson sont e´quilibre´s, l’intensite´ totale
enregistre´e par un photode´tecteur est donc e´gale a` :
I(δs, δd) =
∫
Is(σ, δs) [1 + cos (k δd)]dσ (2.8)
avec Is(σ, δs) = E(σ, δs) × E∗(σ, δs). En utilisant l’approximation de l’e´qua-
tion (2.7), l’interfe´rogramme peut s’e´crire comme une somme de quatre
termes :
– une constante qui ne de´pend que de l’intensite´ totale e´mise par la source
et de la diffe´rence de marche introduite par l’interfe´rome`tre sonde ;
I0(δs) =
∫
P (σ) [A+ 2B cos(kδs)]dσ (2.9)
– une composante module´e ne de´pendant que du de´modulateur ;
I1(δs, δd) =
∫
A P (σ) cos(kδd)dσ (2.10)
– et deux fonctions syme´triques qui proviennent du couplage entre les
deux interfe´rome`tres.
I+(δs, δd) =
∫
B P (σ) cos [k (δs + δd)]dσ (2.11)
I−(δs, δd) =
∫
B P (σ) cos [k (δs − δd)]dσ (2.12)
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Fig. 2.5 – Interfe´rogramme d’une diode e´lectroluminescente a` spectre large
a` travers deux interfe´rome`tres couple´s (A=2B). La courbe (a) repre´sente le
spectre de la source. L’interfe´rogramme (b) est compose´ d’un pic central (qui
est e´gale a` la partie re´elle de la transforme´e de Fourier du spectre de la source)
et de deux pics (syme´triques) de remonte´e de cohe´rence. La distance entre le
maximum du pic central et celui d’un des pics de remonte´e de cohe´rence est
e´gale a` la diffe´rence de marche δs introduite par l’interfe´rome`tre sonde. Dans
ce cas, δs = 10 cm.
Avec A = α2 + (1 − α)4 et B = α(1 − α)2. Le re´sultat est repre´sente´
par le graphe (b) de la figure 2.5. Nous avons choisi de calculer l’interfe´ro-
gramme d’une diode utilise´e dans notre montage expe´rimental. Son spectre
a une forme proche d’une gaussienne centre´e sur λ = 525 nm et une largeur
∆λ ≈ 20 nm (cf. fig. 2.5 (a)). La figure est constitue´e de trois pics module´s :
le pic central semblable a` celui vu dans le chapitre pre´ce´dent et deux autres
pics que nous appellerons pics de remonte´e de cohe´rence. Leur enveloppe est
identique a` celle du pic central par contre les franges y sont moins contras-
te´es. Lorsque les deux interfe´rome`tres couple´s ont leurs deux bras e´quilibre´s,
le contraste maximal des franges du pic de remonte´e de cohe´rence atteint
50% de celui des franges du pic central. Cette technique d’interfe´rome´trie a`
faible longueur de cohe´rence dans des interfe´rome`tres couple´s peut eˆtre uti-
lise´e pour la me´trologie. En particulier, elle permet de localiser pre´cise´ment
une surface par rapport a` une autre [36, 37]. En effet, la distance entre le
maximum du pic central et celui d’un des pics de remonte´e de cohe´rence
est e´gale a` la diffe´rence de marche δs introduite par l’interfe´rome`tre sonde.
L’inte´reˆt de cette me´thode vient du fait que la pre´cision sur la mesure ne
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de´pend que du rapport signal a` bruit [38, 39]. Dans de bonnes conditions
(sans aberration chromatique et avec une source intense) il est possible de
mesurer de tre`s grandes distances [40] avec une pre´cision limite´e seulement
par le bruit. Cette technique peut aussi eˆtre utilise´e pour observer en temps
re´el, des de´placements [41] ou des de´formations de surfaces.
2.4 Application a` notre montage
Dans notre montage, la mole´cule fluorescente a` localiser est utilise´e
a` la fois comme source a` spectre large et comme sonde. Il est a` noter que
le montage peut aussi eˆtre utilise´ de manie`re plus classique ; en e´clairant la
lamelle de microscope avec une source a` spectre large et en faisant interfe´rer
le faisceau transmis et celui re´fle´chi par cette lamelle nous pouvons la localiser
par rapport au foyer commun des objectifs. Nous verrons dans la suite que
cette me´thode a e´te´ utilise´e pour pre´re´gler notre montage expe´rimental. Dans
ce paragraphe, nous ne conside`rerons qu’une mole´cule unique situe´e sur l’axe
optique. De plus, nous supposerons que quelle que soit sa position, l’intensite´
du faisceau excitateur est constante. La figure 2.6 (a), nous montre que
lorsque la source s’e´loigne du foyer (le long de l’axe optique) une source
fictive syme´trique par rapport au plan focal apparaˆıt, de sorte qu’a` la sortie
du 4π−microscope-interfe´rome`tre deux faisceaux diffe´rents se superposent ;
l’un est convergent, l’autre divergent. En fait, la syme´trie des deux sources
(re´elle et fictive) par rapport au plan focal de l’objectif de´pend de la position
des e´le´ments du montage. Le miroir doit eˆtre situe´ dans le plan focal de
la lentille qui sera elle-meˆme place´e de fac¸on a` ce que son autre foyer soit
confondu avec celui de l’objectif. Cet interfe´rome`tre (cf. fig. 2.6 (a) et (b))
est donc e´quivalent a` un interfe´rome`tre de Linnik (cf. fig. 2.6 (c)) dans lequel
les deux miroirs se de´placent syme´triquement par rapport aux foyers des
lentilles. Supposons que la source e´met une onde sphe´rique et que les objectifs
sont identiques, les bras de l’interfe´rome`tre sont alors e´quilibre´s. Dans ce cas
l’intensite´ [42] en sortie s’e´crit :
Is(z) =
∫
P (σ) [1 + FNA(z)]dσ (2.13)
avec
FNA(z) =
1
sin 2(θmax)
θmax∫
0
cos [2k(2z cos θ + L)] sin(2θ)dθ . (2.14)
z correspond a` la valeur alge´brique du de´placement de la source par rapport
au foyer commun des objectifs, L est la distance optique de ce foyer au miroir
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Fig. 2.6 – Les sche´mas (a) et (b) repre´sentent l’interfe´rome`tre sonde de
notre montage. Le fluorophore y est utilise´ a` la fois comme source a` spectre
large et comme sonde permettant de le localiser axialement par rapport au
foyer. Ce 4π−microscope-interfe´rome`tre est e´quivalent a` un interfe´rome`tre
de Linnik (c) dans lequel les deux miroirs se de´placent syme´triquement par
rapport aux foyers des lentilles.
et θmax est l’angle maximal de collection de´fini par l’ouverture nume´rique
3
(NA) de l’objectif. Il est a` noter que dans un interfe´rome`tre de Linnik [30,43]
ou de Mirau [32] ou` seul un miroir se de´placerait d’une distance z par rapport
au foyer de la lentille, la fonction FNA(z) s’e´crit :
FNA(z) =
1
sin 2(θmax)
θmax∫
0
cos(2kz cos θ) sin(2θ)dθ . (2.15)
3NA = n sin(θmax) avec n l’indice optique du liquide d’immersion.
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Apre`s un changement de variables et une inte´gration par partie, l’e´quation
(2.14) devient :
FNA(z) =
4k z (sinϕ1 − cos θ sinϕ2) + cosϕ1 − cosϕ2
8(k z sin(θmax)2)
(2.16)
avec
{
ϕ1 = 2k(2z + L)
ϕ2 = 2k(2z cos(θmax) + L)
(2.17)
Quand la source est au foyer (z=0), nous retrouvons la formule classique des
interfe´rome`tres a` deux ondes :
FNA(0) = cos(2kL) (2.18)
Dans notre montage repre´sente´ a` la figure 2.1, nous compensons le retard
introduit par le 4π−microscope-interfe´rome`tre avec un interfe´rome`tre de Mi-
chelson. Ses deux bras sont identiques de sorte que l’intensite´ mesure´e par la
photodiode s’e´crive :
I(δd, z) =
∫
P (σ) [1 + FNA(z)] [1 + cos(kδd)]dσ (2.19)
Lorsque le fluorophore est au foyer, l’interfe´rogramme est semblable a` celui
repre´sente´ a` la figure 2.5. Il est forme´ d’un pic central qui est la transforme´e
en cosinus du spectre de la source et d’un pic de remonte´e de cohe´rence4
deux fois moins contraste´ qui permet de localiser le fluorophore par rapport
au miroir. De`s que la source se de´place le long de l’axe optique, le pic de
remonte´e de cohe´rence se de´place dans la meˆme direction, le contraste de ses
interfe´rences chute et son enveloppe se de´forme [27]. Nous appellerons ”effets
Linnik”, ces deux derniers phe´nome`nes (cf. fig. 2.7).
2.5 Localisation d’un luminophore
Finalement dans ce montage, la position du pic de remonte´e de co-
he´rence par rapport au pic central, nous permet seulement de localiser le
fluorophore par rapport au miroir de l’interfe´rome`tre sonde. Notre but est de
pouvoir le localiser par rapport au foyer commun des objectifs. C’est, en fait,
la hauteur du pic et la forme de son enveloppe qui donnent les informations
sur sa position par rapport au foyer et sur le sens de son de´placement. En effet,
4En fait, il y a un deuxie`me pic de remonte´ de cohe´rence mais puisqu’il est identique
et syme´trique (δ < 0) au premier nous n’en tiendrons plus compte dans la suite.
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Fig. 2.7 – Pics de remonte´e de cohe´rence pour un fluorophore (a` spectre
gaussien λ0 = 525 nm et ∆λ = 20 nm) situe´ a` diffe´rentes positions le long
de l’axe optique : au foyer (a), a` z = 2 µm (b), a` z = 2.8 µm (c) et a`
z = 2.85µm (d). Plus la source est loin du foyer plus le pic s’e´loigne, plus le
contraste de ses oscillations est faible et plus son enveloppe se de´forme. La
droite verticale en pointille´s repe`re la position du foyer. Les intensite´s ont e´te´
normalise´es par rapport au maximum du pic central. L’ouverture nume´rique
des objectifs est NA = 0.3 dans l’air.
nous pouvons remarquer sur les figures 2.7 (c) et (d), que le pic s’e´tire dans
la direction oppose´e au de´placement de la source. Pour localiser un lumino-
phore immobile ou qui se de´place tre`s lentement, nous pouvons donc de´placer
un des miroirs de l’interfe´rome`tre de de´modulation, de fac¸on a` enregistrer le
pic de remonte´e de cohe´rence. Une autre me´thode consiste a` repe´rer le maxi-
mum du pic (δd = δs) puis a` suivre le mouvement de la source le long de l’axe
optique grace aux variations de l’intensite´ I(δd = δs, z) (cf. fig. 2.8). Dans ce
cas, il est important de re´gler l’interfe´rome`tre de de´modulation pour une
source situe´e au de´part au foyer des objectifs. Sinon la mesure de l’intensite´
est difficile a` relier a` la position de la source. Cette situation est repre´sente´e a`
la figure 2.8 (b). Lorsque le de´modulateur est bien re´gle´, le suivi de la mole´-
cule sera d’autant mieux que les franges d’interfe´rences seront bien de´crites ;
la pre´cision de notre mesure est donc directement lie´e au rapport signal a`
bruit du syste`me. Notons que plus l’ouverture nume´rique des objectifs est
grande, plus le signal de fluorescence collecte´ est important et donc meilleur
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est la rapport signal a` bruit. Par contre, nous pouvons constater sur la figure
2.8 ((a)et (c)), que pour suivre un fluorophore sur une grande distance au-
tour du foyer, il est pre´fe´rable d’avoir une faible ouverture nume´rique. Il est
donc ne´cessaire de trouver un compromis entre la qualite´ du rapport signal
a` bruit et la distance sur laquelle nous voulons suivre les mole´cules. Dans le
paragraphe suivant, nous allons voir qu’il est possible d’envisager de suivre
la mole´cule sur une grande distance avec des objectifs a` fortes ouvertures
nume´riques en utilisant un interfe´rome`tre de Linnik comme de´modulateur.
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Fig. 2.8 – Intensite´ I(δd, z) en fonction du de´placement de la source (z) par
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pic de remonte´e de cohe´rence. La source est situe´e au foyer (a) et (c) ou
a` 2.85 µm du foyer (b). L’ouverture nume´rique des objectifs est NA = 0.3
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2.6 De´modulation par un interfe´rome`tre de
Linnik
L’interfe´rome`tre de Linnik utilise´ comme de´modulateur est utile
pour deux raisons. Il sert d’abord a` compenser le retard introduit par le
4π−microscope sur l’un des faisceaux (par rapport a` l’autre) ; il permet aussi
de corriger la divergence (ou la convergence) de chacun des faisceaux qui
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interfe`rent a` la sortie du syste`me. En effet, comme nous pouvons le voir sur
la figure 2.9, le syste`me peut se re´gler en deux e´tapes. Un premier re´glage
”grossier”est obtenu en de´plac¸ant le syste`me objectif-miroir sur l’un des bras,
il sert a` compenser la distance L qu’il y a entre le foyer commun des objectifs
et le miroir. Ensuite, un re´glage plus ”fin” des deux miroirs de l’interfe´ro-
me`tre de Linnik permet de corriger la divergence des deux faisceaux. Cette
divergence vient de l’e´cart z qu’il y a entre le foyer et la source. Pour com-
penser cet e´cart, il faut donc de´caler les miroirs d’une distance z/2 dans des
directions oppose´es comme repre´sente´ sur la figure 2.9. Remarquons qu’il
peut eˆtre pratique d’utiliser des objectifs identiques dans le 4π−microscope
et dans l’interfe´rome`tre de Linnik. Le re´sultat est un pic de remonte´e de cohe´-
rence d’enveloppe syme´trique et de contraste maximal (50% du pic central)
quelle que soit la position du luminophore. La mesure de la position de la
source par rapport au foyer (z) est alors de´termine´e par le mouvement des
translations pie´zoe´lectriques qui positionnent les miroirs.
X
Plan focal
O1O2
z
L
L
Photodiode
z/2
-z/2
Fig. 2.9 – 4π−microscope couple´ a` un interfe´rome`tre de Linnik.
Conclusion
Notre montage a donc plusieurs avantages. Il conserve ceux des 4π-
microscopes classiques comme la collection de la fluorescence dans quasi-
ment toutes les directions ou la super-re´solution le long de l’axe optique.
Mais l’avantage le plus inte´ressant est qu’il tire partie des caracte´ristiques
des marqueurs luminescents et notamment de leur spectre. Il permet, par
exemple, par simple transforme´e de Fourier de connaˆıtre le spectre de la
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source observe´e, ce qui peut eˆtre utile pour travailler avec plusieurs types de
luminophores. De plus, la pre´cision sur la localisation d’une source ne de´pend
que du rapport signal a` bruit donc que de la source elle-meˆme5. C’est a` dire
que plus la source est intense, plus pre´cise est la mesure6. Cela signifie aussi
que notre technique est particulie`rement avantageuse pour travailler avec des
mole´cules chimicoluminescentes ou bioluminescentes. En effet, rares sont les
me´thodes qui n’utilisent pas les caracte´ristiques du faisceau excitateur pour
localiser les objets observe´s. Finalement, dans notre montage, le fait que la
mole´cule soit excite´e optiquement ou chimiquement n’a pas de re´percussion
sur la pre´cision de la mesure ; l’important est que la mole´cule soit tre`s lumi-
neuse. Il faut ne´anmoins re´pe´ter que ce montage ne permet de mesurer que
le de´placement axial d’une source. Sa localisation transversalement a` l’axe
optique ne´cessitera de coupler ce 4π−microscope a` un syste`me de suivi de
mole´cule unique (SPT7) fonctionnant par exemple avec une came´ra ultrasen-
sible. Nous verrons dans le chapitre suivant, ce que devient le pic de remonte´e
de cohe´rence lorsque la mole´cule se de´place late´ralement.
5Nous conside´rons bien suˆr que le mate´riel est optimise´ pour introduire le moins de
bruit possible.
6De nouveaux marqueurs tre`s lumineux comme les nanocristaux permettront donc
d’ame´liorer les re´sultats.
7De l’expression anglaise ”Single Particule Tracking”.
Chapitre 3
Le montage expe´rimental
Sommaire
3.1 Re´glages et difficulte´s . . . . . . . . . . . . . . . . 33
3.2 Re´sultats pre´liminaires . . . . . . . . . . . . . . . 35
3.3 Les e´chantillons . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
3.4 Re´sultats sur la fluorescence . . . . . . . . . . . . 39
3.5 Dispersion chromatique . . . . . . . . . . . . . . . 41
3.6 Solutions et perspectives . . . . . . . . . . . . . . 44
3.7 De´placement late´ral de la source . . . . . . . . . 45
3.1 Re´glages et difficulte´s
Ce montage optique plutoˆt complexe se re`gle en plusieurs e´tapes. Dans
un premier temps, il est ne´cessaire d’aligner parfaitement tous les instruments
optiques sur les axes de propagation des faisceaux. Un Laser Argon est couple´
dans une fibre monomode car l’extre´mite´ de celle-ci peut eˆtre de´place´e dans
les trois directions de l’espace. De plus, la taille de la source nous permet
d’avoir un faisceau excitateur tre`s peu divergent, ce qui facilite nettement
les re´glages. La lamelle de microscope sur laquelle est de´pose´e une couche de
luminophores est oriente´e perpendiculairement a` l’axe optique. L’objectif1 de
microscope de droite sur la figure 3.1 doit ensuite eˆtre positionne´ de fac¸on a`
focaliser le faisceau laser sur l’e´chantillon. Puis graˆce a` un syste`me de moteur
1Tous les re´sultats expe´rimentaux qui suivent, ont e´te´ obtenus avec deux objectifs Zeiss
(Plan Neofluar) d’ouverture nume´rique NA=0.3 dans l’air.
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Fig. 3.1 – Le montage expe´rimental.
pas-a`-pas tre`s pre´cis2, nous venons placer le deuxie`me objectif pour former
un syste`me afocal. Enfin, nous pouvons aligner le syste`me de re´flexion, en
prenant garde a` ce que les deux faisceaux focalise´s soient parfaitement super-
pose´s. Le re´glage de ce bloc3 est non seulement de´licat mais crucial. En effet,
la pre´cision de cet alignement a des re´percussions sur le rapport signal a` bruit
de la mesure. Il est a` remarquer que nous utilisons un miroir place´ au foyer
d’une lentille pour re´fle´chir le Laser et une partie de la fluorescence. Ce sys-
te`me sert a` retourner spatialement l’image faite par l’objectif de gauche (sur
la figure 3.1) pour qu’elle se superpose a` celle faite par l’objectif de droite,
au niveau du de´tecteur. En effet, si l’e´chantillon est constitue´ de plusieurs
fluorophores, il est spatialement incohe´rent. Dans ce cas, sans la lentille, seule
la fluorescence e´mise par une source place´e sur l’axe optique peut interfe´rer a`
la sortie de l’interfe´rome`tre de de´modulation. L’interfe´rome`tre de Michelson
a e´te´ re´gle´ au pre´alable en teinte plate. Pour des raisons de commodite´, nous
2Nous utilisons des moteurs M-110/111 de PI qui permettent de controˆler les de´place-
ments avec une re´solution de moins de 25 nm.
3Le bloc est appele´ sur la figure 3.1 ”4π−microscope”.
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utilisons un cube se´parateur4 et des ”coins de cubes”. Bien que ces ”coins
de cubes” fonctionnent en re´flexion totale, il est a` noter qu’ils doivent eˆtre
me´tallise´s si les faisceaux sont polarise´s. Sinon le faisceau ressort polarise´
diffe´remment dans les six zones de´limite´es par les arreˆtes. En effet, l’ordre
des trois re´flexions internes de´termine la polarisation de sortie [44].
Dans un deuxie`me temps, nous remplac¸ons le Laser par une diode e´lec-
troluminescente qui a un spectre comparable a` celui d’un fluorophore comme
”l’Oregon Green”. Le faisceau de la diode est aligne´ sur celui du Laser puisque
nous l’injectons, a` l’aide d’un miroir escamotable, dans la meˆme fibre optique
(cf. fig. 3.1). En faisant interfe´rer (a` la sortie du de´modulateur) le faisceau
re´fle´chi par la lamelle de microscope et celui transmis par cette lamelle puis
re´fle´chi par le miroir, nous localisons le pic de remonte´e de cohe´rence. La
diode facilite les re´glages puisque le faisceau est intense, stable et qu’il n’y a
pas de proble`me lie´ a` l’e´paisseur de l’e´chantillon. Il est important d’avoir une
ide´e pre´cise sur la position de ce pic de remonte´e de cohe´rence. En effet, la
dure´e de vie des luminophores ne nous permet pas de balayer des plages trop
longues pour le chercher. Avec la diode, nous pouvons de´placer le miroir de
l’interfe´rome`tre de Michelson aussi lentement que possible (pour ame´liorer le
rapport signal a` bruit) sur des dure´es tre`s longues.
Une fois que le pic de remonte´e de cohe´rence est localise´, nous pouvons
rallumer le Laser pour exciter les fluorophores de l’e´chantillon (et e´teindre
la diode). Nous utilisons un filtre holographique ”Notch5” pour arreˆter com-
ple`tement la lumie`re venant du Laser. La position et la forme du pic nous
renseignent alors sur la localisation axiale du luminophore observe´ avec une
pre´cision ne de´pendant que du rapport signal a` bruit. Notons qu’il est impor-
tant que le spectre de la diode et celui des fluorophores utilise´s soient proches
car la dispersion chromatique du montage peut de´caler le pic a` une grande
distance.
3.2 Re´sultats pre´liminaires
Pour re´gler notre syste`me nous avons donc utilise´ une diode e´lectrolu-
minescente (DEL) qui a un spectre proche de celui des fluorophores observe´s
dans la suite. Les re´sultats expe´rimentaux [45] de la figure 3.2 nous per-
4Ce cube remplace la se´paratrice et la compensatrice des interfe´rome`tres de Michelson
classiques. L’expe´rimentateur n’a donc plus besoin de faire le paralle´lisme entre ces deux
lames.
5Ce filtre vendu par Kaiser Optical Systems est un coupe-bande tre`s e´troit.
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mettent d’une part de connaˆıtre le spectre de la source utilise´e par simple
transforme´e de Fourier du pic central et d’autre part de de´terminer la po-
sition de la surface semi-re´fle´chissante de la lamelle par rapport au miroir.
La distance qui les se´pare, est dans ce cas estime´e a` 9.16204 cm. Sur la
figure 3.3 (a), nous comparons le pic de remonte´e de cohe´rence obtenu ex-
pe´rimentalement a` celui pre´vu par le calcul. La largeur du pic expe´rimental
est ”anormalement” e´leve´e (pre`s de dix fois celle pre´vue the´oriquement) et sa
hauteur plutoˆt faible ; pourtant les transforme´es de Fourier de ces deux pics
sont comparables (Cf. fig. 3.3 (b)). Le proble`me semble venir de la dispersion
chromatique d’une partie du montage. Nous expliquerons ce phe´nome`ne dans
un prochain paragraphe.
3.3 Les e´chantillons
Sur la figure 3.4, la courbe (b) nous montre que les pics de remonte´e de
cohe´rence de deux sources incohe´rentes situe´es a` une distance de λ0/8 l’une
de l’autre le long de l’axe optique6, sont de´cale´s d’une demie frange. Comme
ces sources sont incohe´rentes, l’intensite´ de´tecte´e par la photodiode est la
somme des intensite´s provenant de chacune des sources. Il en re´sulte donc,
un brouillage qui atte´nue le contraste des franges dans le pic mesure´ par le
photode´tecteur. Sur la courbe 3.4 (a), le maximum du pic atteint a` peine 3%
de celui d’un pic obtenu avec une seule source. Il est donc ne´cessaire de tra-
vailler avec des e´chantillons les plus fins possible. Ne´anmoins la courbe 3.4 (c)
montre que l’effet de brouillage est moins important avec une couche continue
et homoge`ne de luminophores. En effet, pour atteindre le meˆme re´sultat (sur
la hauteur du pic) qu’a` la courbe (a), nous avons quasiment double´ l’e´pais-
seur de l’e´chantillon. Ce re´sultat s’explique par le fait que chaque fluorophore
de l’e´chantillon doit eˆtre situe´ (axialement) a` une distance de λ0/8 d’un autre
fluorophore pour qu’il y ait un brouillage des franges dans le pic. Remarquons
que Schrader et al. ont aussi besoin de travailler avec des couches tre`s fines
de luminophores [46] pour e´tudier la re´solution axiale de leurs microscopes
notamment celle de leur 4π−microscope de type C (Cf. Chapitre 5.2.2). En
effet, pour atte´nuer les lobes secondaires du volume d’efficacite´ de de´tection
(Cf. Chapitre 5.1.2) de leur 4π−microscope, ils font interfe´rer les deux fais-
ceaux de fluorescence e´mis de part et d’autre de l’e´chantillon.
Nous avons teste´ de nombreux e´chantillons : des me´langes de lumino-
phores (Rhodamine 6G ou nanocristaux) et de polyme`res (PMMA7) ont e´te´
6λ0 est la longueur d’onde centrale du spectre des sources.
7Poly-me´thyl-metacrylate.
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Fig. 3.4 – La courbe (a) repre´sentent le pic de remonte´e de cohe´rence lorsque
deux luminophores sont situe´s respectivement a` z = λ0/16 et z = −λ0/16,
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des sources. La courbe (b) montre que les deux pics sont de´cale´s d’une demi
pe´riode l’un par rapport a` l’autre, le brouillage qui en re´sulte explique pourquoi
l’amplitude des oscillations du pic (a) est si faible. La courbe (c) repre´sente
le pic de remonte´e de cohe´rence re´sultant d’un amas de luminophores de 100
nm le long de l’axe optique.
Fig. 3.5 – Spectres d’excitation (a` gauche) et d’e´mission (a` droite) de
Fluospheresr de 20 nm de diame`tre de carboxylate modifie´.
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de´pose´s en faisant tourner l’e´chantillon tre`s rapidement (≈ 4000 tr ·mn−1) ;
mais la me´thode la plus efficace a e´te´ de ”coller” des nanobilles8 de carboxy-
late de 20 nanome`tres de diame`tre sur la lamelle a` l’aide de poly-L-lysine9.
Les spectres d’excitation et d’e´mission de ces billes repre´sente´s a` la figure 3.5,
sont donne´s par Molecular Probes. Nous estimons que les e´chantillons ainsi
faits, sont constitue´s d’une monocouche de billes.
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Fig. 3.6 – Le pic central est la partie re´elle de la transforme´e de Fourier du
spectre d’e´mission des billes fluorescentes, il est centre´ sur δd = 0. A droite,
le pic de remonte´e de cohe´rence a e´te´ zoome´ 10 fois, il permet de positionner
la monocouche de billes par rapport au miroir.
3.4 Re´sultats sur la fluorescence
L’e´chantillon de nanobilles fixe´es sur la lamelle par la poly-L-lysine,
nous a permis d’obtenir un pic de remonte´e de cohe´rence [45]. Le rapport
signal a` bruit est faible ; cependant avec un filtre fre´quentiel adapte´, nous
avons re´ussi a` l’extraire du bruit. Le pic de la figure 3.6 est situe´ a` la meˆme
position que celui de la figure 3.2 obtenu avec la diode e´lectroluminescente.
8Ces billes sont des Fluospheresr vendue par Molecular Probes.
9La poly-L-lysine sert habituellement a` fixer les cellules sur les lames de microscope.
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Fig. 3.7 – La courbe (a) repre´sente un pic de remonte´e de cohe´rence obtenu
avec une monocouche de nanobilles. La transforme´e de Fourier (FFT) de ce
pic a e´te´ calcule´e en (b) et (c). La courbe (c) est en fait un spectrogramme
du pic.
Nous attendions ce re´sultat puisque les deux sources ont pratiquement les
meˆmes caracte´ristiques spectrales. Le pic est repre´sente´ en gros plan sur la
figure 3.7 (a). Nous pouvons constater que ce pic est plus large que pre´vu,
comme celui obtenu avec la DEL. Une transforme´e de Fourier (FFT) nous
permet de ve´rifier que nous sommes bien en train d’observer des interfe´rences
sur la fluorescence (Cf. figure 3.7 (b)). Bien que nous travaillions avec des
lentilles et des objectifs achromatiques, nous soupc¸onnons que l’e´largissement
des pics est le re´sultat de dispersion chromatique. La figure 3.7 (c) est un
spectrogramme du pic, elle repre´sente les fre´quences pre´sentent dans le si-
gnal en fonction de la diffe´rence de marche du de´modulateur. Pour calculer
ce spectrogramme nous avons simplement de´coupe´ le pic en morceaux10 de
35 microns et calcule´ leur transforme´e de Fourier (FFT). Nous y voyons clai-
rement une dispersion des fre´quences a` l’inte´rieur du pic. Le de´but du pic
10Chaque morceau recouvre une partie de ces voisins pour qu’il n’y ait pas d’effet de
bord.
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est constitue´ des hautes et basses fre´quences du spectre de la source tandis
que les fre´quences centrales se retrouvent en fin de pic. Dans le paragraphe
suivant, nous allons expliquer ce phe´nome`ne.
3.5 Dispersion chromatique en interfe´rome´-
trie a` faible longueur de cohe´rence
Jusqu’ici nous avons suppose´ que les diffe´rences de marches introduites
par l’interfe´rome`tre sonde et le de´modulateur ne de´pendaient pas de la lon-
gueur d’onde de la source. Nous pouvons conside´rer que cette hypothe`se reste
vraie pour l’interfe´rome`tre de Michelson utilise´ comme de´modulateur mais
il semblerait qu’elle soit fausse pour notre 4π−microscope. Les objectifs11
ou la lentille achromatique sont probablement mal corrige´s des aberrations
chromatiques. A priori le proble`me viendrait des objectifs, en effet, les objec-
tifs Zeiss ou Leica (contrairement aux objectifs Olympus ou Nikon) utilise´s
seuls, ne seraient pas corrige´s contre les aberrations12. Le proble`me pourrait
aussi venir de la lamelle de microscope, cependant nous avons pris garde de
travailler de fac¸on a` ce que chaque faisceau ne traverse qu’une fois la lamelle.
Rappelons que le pic de remonte´e de cohe´rence est de´crit par la fonction de
l’e´quation (2.12) :
I(δs, δd) ∝
∫
P (σ) cos [2πσ (δs − δd)]dσ (3.1)
En posant
φ(σ) = 2πσ [δs(σ)− δd] , (3.2)
le de´veloppement limite´ de φ en σ au voisinage de σ0 s’e´crit :
φ(σ) = φ(σ0) + (σ − σ0)
(
∂φ
∂σ
)
σ0
+ (σ − σ0)2
(
∂2φ
∂σ2
)
σ0
+ . . . . (3.3)
H. Giovannini et al. ont montre´ [37, 47, 48] que le terme du premier ordre
a tendance a` de´caler le pic de remonte´e de cohe´rence par rapport au pic
central. Ceci peut poser des proble`mes pour connaˆıtre la position de notre
source mais n’est pas geˆnant pour de´tecter et observer le pic. Par contre le
terme du deuxie`me ordre (comme ceux d’ordre supe´rieur) modifie l’enveloppe
11Nous avons utilise´ des objectifs Plan-Neofluarr de Zeiss, d’ouverture nume´rique
NA=0.3 dans l’air.
12Nous ne pre´tendons pas que les microscopes Zeiss et Leica ne sont pas aussi bien
corrige´s contre les aberrations que leurs concurrents. En fait, il semble qu’ils utilisent la
lentille de tube pour corriger l’ensemble du syste`me.
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Fig. 3.8 – Effet de la dispersion chromatique sur le pic de remonte´e de co-
he´rence. La source est a` spectre gaussien (λ0 = 525 nm et ∆λ = 20 nm).
La courbe (a) repre´sente le pic de remonte´e de cohe´rence obtenu sans te-
nir compte des effets dispersifs d’une lame de silice de 2 cm d’e´paisseur.
La courbe (b) repre´sente le pic de remonte´e de cohe´rence obtenu en tenant
compte des effets dispersifs d’une lame de silice de 2 cm d’e´paisseur.
du pic. L’e´largissement des pics mesure´s avec la DEL ou avec les nanobilles
fluorescentes en est une des conse´quences. Pour simuler ce phe´nome`ne nous
avons place´ une lame de verre de 2 centime`tres d’e´paisseur entre la lentille
et l’objectif du 4π−microscope. La courbe (b) de la figure 3.8 repre´sente le
pic de remonte´e de cohe´rence obtenu en tenant compte des effets dispersifs
de la silice de´crits par I. H. Malitson dans [49]. Par contre la courbe (a)
repre´sente le pic de remonte´e de cohe´rence obtenu sans tenir compte des
effets dispersifs. Sur cette figure 3.8, nous pouvons nettement voir le double
effet de la dispersion chromatique sur le pic de remonte´e de cohe´rence : un
de´calage de 1.875 millime`tres et une de´formation de l’enveloppe. Comme dans
notre montage, le pic subi un e´largissement d’un facteur 10 et le contraste
de la modulation est nettement plus faible que pre´vu (sans dispersion). Dans
notre montage (ou` il n’y a pas de lame de verre), la dispersion chromatique
semble venir des lentilles. Nous allons donc reprendre les calculs pre´ce´dents
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en tenant compte des aberrations chromatiques des optiques. Nous avons vu
que
δs = 2 ∗ (L0 + fl + fo) (3.4)
quand la source est au foyer. Supposons que L0, la distance entre la lentille
et l’objectif, ne de´pend pas de la longueur d’onde puisque le milieu est de
l’air. Compte tenu de la relativement faible largeur spectrale des sources,
nous faisons l’hypothe`se que la somme des focales de l’objectif (fo) et de la
lentille (fl) est line´aire en fonction de σ :
fl + fo = F (σ0) + α(σ − σ0). (3.5)
Avec σ0 = 1/0.525µm
−1 et α = 600µm2 nous obtenons un pic (cf. figure 3.9)
qui a une enveloppe proche des pics expe´rimentaux vus pre´ce´demment. Cette
valeur de α correspond a` un e´cart de la distance focale de 87 µm sur les 40
nm de la largeur spectrale de la source. Rappelons que la somme des deux
focales est supe´rieure a` 3 cm. Il est donc impe´ratif que la lentille et l’objectif
de microscope soient tre`s bien corrige´s des aberrations chromatiques.
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Fig. 3.9 – Effet des aberrations chromatique sur le pic de remonte´e de cohe´-
rence. Nous avons conside´re´ un e´cart de la distance focale de 87 µm sur la
largeur spectrale de la source (α = 600µm2 dans l’e´quation (3.5)). La source
est a` spectre gaussien (λ0 = 525 nm et ∆λ = 20 nm). Cette courbe est a`
comparer a` celles de la figure 3.8.
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3.6 Solutions et perspectives
Pour ame´liorer notre montage, il semble indispensable que le syste`me
objectif-lentille-miroir du 4π-microscope soit parfaitement achromatique. La
solution la plus simple est d’utiliser du mate´riel tre`s bien corrige´ des aberra-
tions. Cependant a` l’instar de Zeiss ou Leica, nous pouvons aussi construire
le syste`me de telle fac¸on que la lentille corrige les aberrations de l’objectif.
Nous e´voquerons une dernie`re solution qui consiste a` compenser la dispersion
chromatique du 4π-microscope avec le de´modulateur. L’ide´e est de rajouter
sur l’un des bras de l’interfe´rome`tre de Michelson le syste`me repre´sente´ a` la
figure 3.10. Un objectif et une lentille identiques a` ceux du 4π-microscope
forment un syste`me afocal. Cette me´thode permet d’obtenir des pics de re-
LASER
Argon
O=488nm
Interféromètre
de Michelson
miroir
dichroïque
Photodiode
miroir
4S-microscope
Gs
Objectifs
Échantillon
LASER
Fluorescence
miroir fixe
Miroir
mobile
Fig. 3.10 – Le syste`me afocal forme´ d’un objectif et d’une lentille identiques
a` ceux du 4π-microscope et place´ sur le bras fixe de l’interfe´rome`tre de de´-
modulation, permet de compenser la dispersion chromatique introduite par le
4π-microscope.
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monte´e de cohe´rence non-de´forme´s. Malheureusement, le fait d’avoir modifie´
le de´modulateur a de´place´ le proble`me sur le pic central. Cependant il ne
faut pas dramatiser car un interfe´rome`tre de Michelson est nettement plus
simple a` re´gler qu’un 4π-microscope. En utilisant donc cette me´thode asso-
cie´e a` l’une des deux premie`res, le montage doit pouvoir donner de meilleurs
re´sultats.
3.7 De´placement late´ral de la source
Jusqu’a` pre´sent, nous n’avons conside´re´ que des sources se de´plac¸ant
le long de l’axe optique. Dans ce paragraphe nous allons nous inte´resser aux
effets du de´placement transverse a` l’axe optique d’une source. Pour cela nous
avons duˆ faire l’e´tude vectorielle du processus d’imagerie d’un fluorophore a`
Objectifs
Lentille
de tube
Photodétecteur
(b)
(a)
Fig. 3.11 – La pre´sence d’une lentille situe´e entre le miroir et l’objectif du 4π-
microscope permet de superposer les deux faisceaux de fluorescence (Cf. fig.
(b)). Par contre, sans lentille (Cf. fig. (a)), le montage forme deux images
syme´triques par rapport au foyer de la lentille de tube pour chaque source.
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travers un microscope simplifie´13. Tous ces calculs sont de´veloppe´s dans le
paragraphe 4.3.2. Ne´anmoins en nous limitant au cas d’une source dans le
plan focal, un calcul simple peut nous permettre de pre´voir la forme du pic de
remonte´e de cohe´rence. La figure 3.11 nous rappelle que l’image d’un fluoro-
phore de´centre´ a` travers notre montage est forme´e d’une ou deux taches selon
qu’il y ait ou pas une lentille entre le miroir et l’objectif du 4π-microscope.
Dans le cas sans lentille, le contraste des franges d’interfe´rences du pic de
remonte´e de cohe´rence de´pend essentiellement de la surface de recouvrement
des deux taches. La hauteur du pic diminue donc rapidement au cours du de´-
placement late´ral de la source. Pour des e´chantillons constitue´s d’une couche
de luminophores comme ceux que nous avons utilise´s dans les expe´riences
de´crites pre´ce´demment, seules les mole´cules tre`s proches du foyer participent
a` la formation du pic de remonte´e de cohe´rence. Les autres ne font qu’aug-
menter la valeur moyenne du signal. Par contre, dans notre montage (avec
la lentille) chaque source a ses deux images superpose´es. Ainsi lors d’un de´-
placement late´ral d’un fluorophore, le contraste ne varie pas, seule la valeur
moyenne du signal chute en suivant la loi d’efficacite´ de collection14 du micro-
scope. Nous verrons dans le chapitre 4, une me´thode permettant de calculer
les champs d’excitation et d’e´mission diffracte´s a` travers le microscope.
13Pour nous un microscope est forme´ d’un objectif et d’une lentille de tube.
14Les volumes d’efficacite´ de collection et de´tection seront de´crits dans la partie suivante.
Troisie`me partie
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Introduction
Dans le paragraphe 3.7 du chapitre 3, nous avons vu qu’une mode´-
lisation simple ne suffisait plus pour pre´voir la forme du pic de remonte´e
de cohe´rence dans le cas ou` les luminophores se de´placent hors de l’axe op-
tique. Dans le chapitre 4, nous avons donc de´cide´ d’e´tudier le proble`me de la
diffraction dans un microscope a` fluorescence. Pour cela, nous avons utilise´
et de´veloppe´ une me´thode ge´ome´trique de calcul vectoriel de la diffraction.
Dans un premier temps, nous nous sommes inte´resse´s a` l’excitation dans le
microscope. Nous avons donc calcule´ le champ (et l’intensite´), au voisinage
du foyer d’un objectif a` forte ouverture nume´rique, provenant de la focali-
sation (par cet objectif) d’un Laser polarise´. Les cartes d’intensite´ en trois
dimensions ainsi obtenues, nous ont permis de de´finir les volumes d’efficacite´
d’excitation des luminophores en fonction de plusieurs parame`tres (Ouver-
ture nume´rique de l’objectif, polarisation et forme du faisceau. . .). Ensuite
nous avons re´solu rigoureusement le proble`me de l’imagerie d’un fluorophore
par un microscope simple15. Tous ces calculs nous ont permis d’e´tudier, dans
le chapitre 5, la re´solution, dans toutes les directions de l’espace, de plusieurs
types de microscopes confocaux a` fluorescence notamment de 4π-microscopes.
Pour terminer ce chapitre, nous proposons un nouveau type de 4π-microscope
qui a, en particulier, l’avantage d’atteindre une re´solution late´rale meilleure
que la limite de diffraction.
15Un objectif a` forte ouverture nume´rique et une lentille dite de Telan forment un sys-
te`me confocal appele´ microscope.
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Chapitre 4
Mode´lisation de la diffraction
dans un microscope
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4.1 Le contexte
De`s 1909, P. Debye [50] de´veloppa une the´orie scalaire pour calculer
l’effet diffractif d’une lentille a` forte ouverture nume´rique sur un faisceau
spatialement cohe´rent non polarise´. Cette me´thode sera reprise et de´veloppe´e
par J. Picht [51] en 1925. A la diffe´rence du principe de Huygens-Fresnel qui
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consiste a` de´composer le front d’onde en ondes sphe´riques cohe´rentes, pour
le faire propager, la the´orie de Debye projette le front d’onde sur une base
d’ondes planes. En 1959, J. B. Keller [52, 53] dans le domaine des micro-
ondes et B. Richards et E. Wolf [54, 55] dans le domaine du visible (400
nm a` 800 nm environs), ont publie´ des me´thodes ge´ome´triques comparables
pour re´soudre le proble`me de la diffraction vectorielle de champs polarise´s.
Cette the´orie, qui est en fait un cas particulier d’un re´sultat obtenu par R.
K. Luneberg [56] en 1944, permet donc de travailler sur la mode´lisation de
nombreuses expe´riences telles que, par exemple, la focalisation par un objectif
de microscope d’un faisceau Laser polarise´.
4.1.1 Focalisation du faisceau excitateur
Finalement, de´s 1959, B. Richards et E. Wolf ont mode´lise´ de manie`re
relativement1 rigoureuse la focalisation d’un faisceau spatialement cohe´rent
et polarise´, par un objectif a` forte ouverture nume´rique, dans un milieu ho-
moge`ne. Ils ont ainsi re´solu une partie du proble`me de l’excitation dans un
microscope. A partir de 1976, Gasper et al. [57] ont entrepris de re´soudre
le proble`me en tenant compte de la pre´sence de la lamelle de microscope
devant l’e´chantillon [58–62] et donc de son effet re´fractif sur le faisceau foca-
lise´. Le lecteur inte´resse´ pourra ce reporter a` l’article de Wiersma et al. [63]
qui compare deux approches [64, 65] parmi les plus re´centes pour re´soudre
rigoureusement le proble`me de la propagation d’un faisceau fortement foca-
lise´ a` travers une surface plane comme la lamelle. Au de´but des anne´es 90,
les e´quipes de C. J. R. Sheppard et de E. H. K. Stelzer ont utilise´ la me´-
thode de B. Richards et E. Wolf pour montrer que les interfe´rences entre
deux faisceaux contrapropagatifs [17] au foyer d’un 4π-microscope permet-
taient d’augmenter sensiblement la re´solution axiale [16, 66] en microscopie
confocale.
4.1.2 E´mission et collection de la fluorescence
A l’inverse de l’excitation, l’e´mission de fluorescence et sa collection
par un objectif a` forte ouverture nume´rique, n’ont e´te´ que tardivement mo-
de´lise´es. Certains comme S. Hell [16] ont simplement conside´re´ que l’e´mission
e´tait comparable a` l’excitation mais de longueur d’onde diffe´rente. Ils n’ont
tenu compte ni de la forme de l’e´mission, ni meˆme de sa largeur spectrale.
Re´cemment, les biologistes ont commence´ a` s’inte´resser a` l’orientation de
certaines mole´cules. Dans ce contexte, J. Enderlein, a propose´ une me´thode
1Nous verrons dans le chapitre 4.2.1 les quelques approximations faites dans ce calcul.
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simple d’imagerie qui permet de connaˆıtre l’orientation de certains fluoro-
phores [67–69]. Il a conside´re´ que la fluorescence e´tait proche de l’e´mission
dipolaire et a adapte´ la me´thode de B. Richards et E. Wolf, a` un syste`me
confocal2. Ce qui lui a permis de calculer l’image d’un fluorophore en fonction
de son orientation et de sa position par rapport au plan focal de l’objectif.
Comme pour l’excitation l’effet de la lamelle sur l’e´mission de fluorescence a
e´te´ ensuite e´tudie´ en de´tail [68, 70–72].
4.2 Hypothe`ses et approximations
4.2.1 Hypothe`ses sur l’homoge´ne´ite´ de l’e´chantillon
Dans toute cette partie nous ferons l’hypothe`se que ni la lamelle de
microscope sur laquelle est pose´ l’e´chantillon a` observer, ni l’e´chantillon lui-
meˆme n’ont d’influence sur la forme des faisceaux d’excitation et d’e´mis-
sion. Les lamelles de microscope ont la plupart du temps un indice optique
e´gal a` 1,5 et les e´chantillons biologiques constitue´s en majorite´ d’eau un in-
dice proche de 1,33. Il est donc certain que les deux hypothe`ses pre´ce´dentes
peuvent eˆtre assez geˆnantes dans certains cas, comme par exemple avec des
objectifs fonctionnant dans l’air. En fait la plupart du temps nous travaillons
avec des objectifs a` immersion dans l’huile (n=1,518), dans le glyce´rol [73]
(n=1,45) ou dans l’eau (n=1,33) c’est pourquoi les effets de re´fraction et de
re´flexion de la lamelle et de l’e´chantillon peuvent eˆtre ne´glige´s. De meˆme l’ab-
sorption est elle aussi le plus souvent ne´gligeable sauf lorsque les e´chantillons
biologiques sont tre`s e´pais. Dans ce cas nous verrons qu’il est inte´ressant de
travailler avec des longueurs d’onde dans l’infrarouge [6].
Cette hypothe`se selon laquelle ni la lamelle ni l’e´chantillon n’ont d’effets im-
portants sur la propagation des champs, nous conduit donc a` utiliser une
me´thode ge´ome´trique base´e sur celle de Richards et Wolf pour mode´liser le
faisceau excitateur et sur celle de Enderlein et al. pour l’e´mission de fluores-
cence. Bien que ces deux calculs soient vectoriels et rigoureux, ils ne tiennent
pas compte des effets de polarisation au niveau des surfaces des nombreuses
lentilles du microscope, nous verrons donc dans le chapitre 4.2.3 les hypo-
the`ses faites sur le mate´riel lui-meˆme.
2A la diffe´rence de la me´thode Richards et Wolf, celle d’Enderlein permet de faire
propager les champs du foyer objet de l’objectif jusqu’au foyer image de la lentille de tube.
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4.2.2 Hypothe`ses sur les champs
L’excitation
Dans la suite nous conside`rerons ge´ne´ralement les faisceaux excitateurs
comme e´tant monochromatiques, gaussiens et polarise´s line´airement. Cepen-
dant ces trois caracte´ristiques sont facilement modifiables dans le calcul et
nous verrons donc des re´sultats avec d’autres formes de faisceau et d’autres
polarisations.
L’emission de fluorescence
Nous ne conside´rerons que des fluorophores ayant un groupement fonc-
tionnel d’e´mission dipolaire, c’est-a`-dire que nous assimilerons simplement le
fluorophore a` un dipoˆle. En re´alite´ les fluorophores sont des mole´cules de
forme parfois tre`s complexe, il est donc fre´quent que la fluorescence ne soit
pas simplement une e´mission dipolaire. C’est en fait une superposition cohe´-
rente d’e´missions dipolaires, il est donc possible de re´soudre le proble`me en
conside´rant chaque dipoˆle individuellement, en sommant ensuite les champs.
Cependant des fluorophores tre`s simples et tre`s courants comme les cyanines
peuvent eˆtre re´ellement mode´lise´s par un dipoˆle unique [68,69]. La figure 4.1
repre´sente une mole´cule de cyanine 5, sa forme plutoˆt alonge´e nous permet
de l’assimiler a` un dipoˆle.
Fig. 4.1 – Mole´cule de Cyanine 5 se comportant comme un dipoˆle a` l’e´mis-
sion
4.2.3 Hypothe`ses sur le mate´riel
Rappelons qu’en principe un microscope est un syste`me confocal
constitue´ d’un objectif et d’une lentille de tube. Les microscopes commer-
ciaux de qualite´ peuvent eˆtre conside´re´s comme des syste`mes sans aberration
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Fig. 4.2 – Microscope moderne constitue´ de deux lentilles minces
ge´ome´trique ni chromatique. Dans les calculs nous avons donc conside´re´ que
l’objectif et la lentille de tube e´taient des lentilles minces sans aberration
chromatique. La longueur du tube repre´sente´e sur la figure 4.2 sera en fait
conside´re´e comme nulle ; remarquons que ce syste`me se retrouve dans les
anciens microscopes qui utilisaient des objectifs qui formaient directement
l’image a` une distance de 160 mm du plan principal (fig.4.3) alors qu’au-
jourd’hui les objectifs renvoient, le plus souvent, l’image a` l’infini. Les deux
hypothe`ses, sur l’e´paisseur des lentilles et la longueur du tube, ne sont pas tre`s
geˆnantes puisqu’elles ne font intervenir qu’un terme de phase qui disparaˆıt
dans le calcul final de l’intensite´ de´tecte´e en sortie du microscope.
T
Liquide
d’indice n
Objectif
Fo
Espace objet
f
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FI
fl=160 mm
Fig. 4.3 – Ancien microscope sans lentille de tube
Rappelons qu’un microscope est de´crit par quatre grandeurs dont trois
concernent uniquement l’objectif : l’ouverture nume´rique (NA), l’indice
d’immersion (n) et la distance focale ; le grossissement (m) fait interve-
nir la distance focale de la lentille de tube (lentille de Telan) fl.
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NA = n sin θ (4.1)
m =
nfl
f
(4.2)
avec θ l’angle maximal de collection de l’objectif.
4.3 Calculs de diffraction dans un microscope
4.3.1 Focalisation du faisceau excitateur
Plac¸ons nous dans un cas simple et pratique : le mode fondamental
gaussien TEM00 d’un laser monochromatique polarise´ selon le vecteur
→
po.
Dans le plan juste avant l’objectif (Cf. fig. 4.4), l’amplitude du champ est
repre´sente´e spatialement par une gaussienne en 2 dimensions d’e´quation3 :
Ep(h) ∝ exp
[
−
(
h
σg
)2]
(4.3)
avec σg qui est la largeur de la gaussienne et h la position radiale dans le
plan. Remarquons sur la figure 4.4 que :
h = f sin θ (4.4)
et que donc :
NA =
n d
2f
(4.5)
avec d le diame`tre de la lentille. En introduisant, comme S.T. Hess et W.W.
Webb dans [74], le coefficient β qui est le rapport du rayon de l’objectif sur
la largeur de la gaussienne, nous obtenons une nouvelle expression de l’am-
plitude du champ incident en fonction des coordonne´es sphe´riques θ et ϕ :
Ep(θ, ϕ) ∝ exp
[
−
(
nβ sin θ
NA
)2]
(4.6)
En effet, d’apre`s les e´quations pre´ce´dentes (4.4) et (4.5) :
h =
n d sin θ
2NA
(4.7)
β =
d
2 σg
(4.8)
3Il est a` noter que dans ces calculs, nous ne´gligeons la faible divergence du faisceau
avant l’objectif.
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Fig. 4.4 – Focalisation d’un faisceau gaussien par un objectif de microscope
Passage a` travers l’objectif
Pour passer du plan P qui est situe´ juste devant l’objectif a` la sphe`re4
S qui est juste apre`s (cf. fig.4.4), Richards et Wolf [55] ont montre´ qu’il faut
tenir compte du facteur de conservation de l’e´nergie a` travers les surfaces.
E2p · dSplan = E2s · dSsphere (4.9)
Or
dSplan = dSsphere cos θ (4.10)
L’amplitude du champ sur la sphe`re dans un milieu d’indice n devient donc :
Es(θ, ϕ) ∝
√
n cos θ · exp
[
−
(
nβ sin θ
NA
)2]
(4.11)
De meˆme a` la traverse´e de l’objectif, la polarisation
→
po tourne de fac¸on a` rester
orthogonale au vecteur d’onde
→
k . Prenons le cas simple d’une polarisation
rectiligne :
→
po =

 cos (α)sin (α)
0

 (4.12)
→
k = 2πλ

 sin (θ) cos (ϕ)sin (θ) sin (ϕ)
cos (θ)

 (4.13)
4S est la sphe`re de centre le foyer Fo de l’objectif et de rayon sa focale.
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La polarisation devient donc :
→
p = 1‚‚‚→p ‚‚‚

 cos (θ) cos (α)cos (θ) sin (α)
− sin (θ) [cos (ϕ) cos (α) + sin (ϕ) sin (α)]

 (4.14)
avec
∥∥∥→p∥∥∥ qui est la norme de →p . Par cette transformation ge´ome´trique nous
pouvons calculer l’effet de l’objectif sur n’importe quelle autre polarisation
puisqu’elle peut eˆtre de´compose´e sur une base de polarisations rectilignes.
Le champ
−→
Ep= Ep
→
po dans le plan P pre´ce´dent l’objectif est donc transforme´
par l’objectif en
−→
Es= Es
→
p sur la sphe`re S. Il est a` noter que le champ
−→
Ep et
l’amplitude Es sont invariants selon la coordonne´e ϕ parce que l’amplitude
du champ incident est de syme´trie de re´volution autour de l’axe optique.
Par contre le champ
−→
Es de´pend de ϕ, ce qui signifie qu’il y a une brisure de
syme´trie au passage de l’objectif. Nous verrons que ceci peut eˆtre geˆnant pour
certaines applications, il sera donc inte´ressant d’e´tudier des cas non polarise´s
rectilignement.
Propagation du champ en milieu homoge`ne
Parce que la propagation du champ
−→
Es de la sphe`re S jusqu’au voisinage
du foyer de l’objectif a lieu en milieu homoge`ne5, nous de´composons le front
d’onde, en ondes planes. En prenant le foyer Fo comme centre du repe`re, le
champ, au point M de coordonne´es (x,y,z), est donc :
→
E (x, y, z) =
∫∫
Ω
−→
Es (θ, ϕ) exp
[
i
(→
k · −−→FoM
)]
dΩ (4.15)
avec Ω qui est l’angle solide de´limite´ par l’ouverture nume´rique et
→
k le vecteur
d’onde donne´ a` l’e´quation (4.13). En explicitant Ω en fonction des coordon-
ne´es sphe´riques θ et ϕ, nous obtenons l’inte´grale :
→
E (x, y, z) ∝
π∫
−π
∫ θmax
0
−→
Es (θ, ϕ) exp
[
i
(→
k · −−→FoM
)]
sin(2θ)dθdϕ (4.16)
avec
→
k · −−→FoM = 2π
λ
[sin θ(x cosϕ+ y sinϕ) + z cos θ] (4.17)
5Nous ne´gligeons les effets de la lamelle et de l’e´chantillon sur le champ (cf chapitre
4.2.1).
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L’intensite´ au point M est donne´e par le produit scalaire :
I(x, y, z) =
→
E ·
→
E∗ (4.18)
avec
→
E∗ le complexe conjugue´ de
→
E. Notons que pour un faisceau non polarise´→
p= 1. Dans ce cas le calcul pre´ce´dent se simplifie et nous rame`ne a` la the´orie
de Debye [50].
4.3.2 La fluorescence
Conside´rons un fluorophore place´ au voisinage du foyer objet de l’ob-
jectif de microscope. Comme nous l’avons vu pre´ce´demment cette mole´cule
est assimile´e a` un dipoˆle. Le but du calcul qui va suivre est de connaˆıtre
le champ e´mis par ce dipoˆle au voisinage du foyer image de la lentille de
tube. La Figure 4.5 repre´sente un dipoˆle qui rayonne au point M un champ
e´lectrique de la forme :
→
E≈ 1
4πǫ0
(−k2p0 sin θ
r
)
exp (ikr)
→
eθ (4.19)
Ce point M est situe´ a` une grande distance de sorte que les composantes
e´vanescentes du champ dipolaire en 1/r2 et 1/r3 soient ne´gligeables. Dans
la suite nous verrons que les distances s’expriment en millime`tres justifiant
l’approximation.
M
y
x
z
θ
φ
r
eθ
er
eφ
p
Fig. 4.5 – Dipoˆle oscillant rayonnant a` grande distance
Propagation dans l’espace objet
Dans un premier temps, nous devons exprimer le champ e´mis par le
dipoˆle sur la sphe`re objet SO (cf. fig.4.6) de centre le foyer Fo de l’objectif
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et de rayon sa focale. Ce champ, qui de´pend donc de la position du dipoˆle
par rapport au foyer de l’objectif
−→
pos et de son orientation dans l’espace
repre´sente´e par le vecteur norme´
→
p , s’e´crit :
→
Eo
(
θ, ϕ,
→
p,
−→
pos
)
∝ −k
2p0
rd
exp (i knrd)
(−→
p⊥ · −→erd
) −→
eθd (4.20)
avec


−→
eθd =
(→
p · −→erd
) −→
p⊥ −
(−→
p⊥ · −→erd
) →
p
−→
p⊥ =
−→
erd−
“
→
p ·−→erd
”
→
pr
1−
“
→
p ·−→erd
”2
−→
erd =
f
→
er−−→pos
rd
rd =
√
f 2 − 2f
(→
er · −→pos
)
+
∥∥∥−→pos∥∥∥2
(4.21)
avec p0 la longueur du dipoˆle, n l’indice du liquide d’immersion de l’objectif
et k = 2π
λ
. Nous avons exprime´ le champ en fonction des vecteurs
[→
er,
→
eθ,
→
eϕ
]
de la base sphe´rique lie´e a` la sphe`re SO pour pouvoir utiliser la me´thode de
Richards et Wolf pour passer d’un coˆte´ a` l’autre de la lentille.

→
er =

 sin (θ) cos (ϕ)sin (θ) sin (ϕ)
cos (θ)


→
eθ =

 cos (θ) cos (ϕ)cos (θ) sin (ϕ)
− sin (θ)


→
eϕ =

 − sin (ϕ)cos (ϕ)
0


(4.22)
Passage dans l’espace image
Le passage de la sphe`re objet SO a` la sphe`re image SI (cf. fig.4.6)
se fait par deux transformations comparables a` celles de´crites par Richards
et Wolf [55]. La transformation vectorielle s’obtient par un changement de
base de
[→
er,
→
eθ,
→
eϕ
]
a`
[→
e′r,
→
e′θ,
→
eϕ
]
(la base sphe´rique associe´e a` la sphe`re SI).
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Fig. 4.6 –Microscope formant un syste`me confocal constitue´ de deux lentilles
minces accole´es
Notons que le passage de la base sphe´rique ”objet“ a` la base sphe´rique ”image“
s’obtient en remplac¸ant θ par −θ′ avec :
θ′ = arcsin
(
n sin θ
M
)
(4.23)


→
e′r =

 − sin (θ′) cos (ϕ)− sin (θ′) sin (ϕ)
cos (θ′)


→
e′θ =

 cos (θ′) cos (ϕ)cos (θ′) sin (ϕ)
sin (θ′)


→
eϕ =

 − sin (ϕ)cos (ϕ)
0


(4.24)
La conservation de l’e´nergie a` travers les deux surfaces sphe´riques s’obtient
par un facteur [67,68] lie´ au grossissement m du microscope :
G = m
√
cos θ′
n cos θ
(4.25)
Finalement le champ sur la sphe`re image SI s’e´crit :
→
Ei (θ
′, ϕ) ∝ G
[(→
Eo · −→er
) −→
e′r +
(→
Eo · −→eθ
) −→
e′θ +
(→
Eo · −→eϕ
) −→
eϕ
]
(4.26)
Remarquons que pour un dipoˆle place´ au foyer objet ce champ se simplifie
en :
→
Ei
(
θ′, ϕ,
→
p,
→
0
)
∝ Gk
2p0
f
exp (i knf)
[(→
p · −→eθ
) −→
e′θ +
(→
p · −→eϕ
) −→
eϕ
]
(4.27)
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Propagation dans l’espace image
Pour avoir le champ en tous points M(x,y,z) de l’espace image, nous
faisons une de´composition du champ en ondes planes.
→
E
(
x, y, z,
→
p,
−→
pos
)
∝
∫∫
Ω
→
Ei exp
[
i
(→
k · −−→FlM
)]
dΩ (4.28)
avec Ω l’angle solide de´limite´ par l’ouverture nume´rique de l’objectif et
→
k=
2π
λ
f
→
e′r −
−→
pos√
f 2 − 2f
(→
e′r ·
−→
pos
)
+
∥∥∥−→pos∥∥∥2
(4.29)
dΩ =
dkx dky
k2
(4.30)
Pour faire le changement de variables (kx, ky) en (θ
′, ϕ) nous devons calculer
le Jacobien6 du syste`me. En effet, dkx dky = Jac dθ
′ dϕ.
Jac
(
θ′, ϕ,
−→
pos
)
=
k2f 2 sin θ′
Σ

cos θ
′ −
[
f sin θ′ +
(−→
pos · −→eϕ⊥
)](→
e′θ ·
−→
pos
)
Σ
+
+
cos θ′
(−→
pos · →eϕ
)2
Σ

 (4.31)
avec


Σ = f 2 − 2f
(→
e′r ·
−→
pos
)
+
∥∥∥−→pos∥∥∥2
−→
eϕ⊥ =

 cos (ϕ)sin (ϕ)
0

 (4.32)
Dans ce cas le champ, en tous points de l’espace image M7, s’exprime sous
la forme :
→
E
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)
∝
π∫
−π
∫ θ′max
0
→
Ei exp
[
i
(→
k ·
−→
FlM
)]
Jac dθ′ dϕ (4.33)
6Jac =
∣∣∣∣∣
∂kx
∂θ
∂kx
∂ϕ
∂ky
∂θ
∂ky
∂ϕ
∣∣∣∣∣
7
−→
OiM=

 xy
z


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Par conse´quent pour un dipoˆle place´ au foyer objet le calcul du champ se
simplifie notamment parce que le Jacobien et le vecteur
→
k deviennent :
Jac
(
θ′, ϕ,
→
0
)
= k2 sin θ′ cos θ′ (4.34)
→
k = k
→
e′r (4.35)
avec l’expression de
→
Ei
(
θ′, ϕ,
→
p,
→
0
)
exprime´e en 4.27.
4.4 Quelques applications pre´liminaires
Dans ce paragraphe, nous allons voir deux applications directement
issues des calculs pre´ce´dents : la de´termination de l’orientation de certains
fluorophores et le re´glage des dimensions du volume d’excitation pour des
applications en Spectroscopie de Corre´lation de Fluorescence (FCS).
4.4.1 De´termination de l’orientation de mole´cules
Dans le paragraphe pre´ce`dent, nous avons de´termine´ le champ (dans
le plan image d’un microscope) e´mis par un fluorophore8 situe´ dans l’espace
objet en fonction notamment de son orientation. A partir des e´quations (4.33)
et (4.18), nous pouvons donc calculer l’intensite´ vue par une came´ra en chaque
point du plan focal image du microscope. La figure 4.7 nous montre les images
de dipoˆles oriente´s perpendiculairement (a) et (c) et paralle`lement a` l’axe
optique (b) et (d). En (a) et (b) les dipoˆles sont au foyer tandis qu’en
(c) et (d) ils sont situe´s a` 500 nanome`tres le long de l’axe. Nous pouvons
constater que chaque image est diffe´rente. Lorsque l’axe des mole´cules est
paralle`le a` l’axe optique, l’image est forme´e d’un trou au centre (l’intensite´ y
est nulle) et le signal est plus faible. Lorsque le fluorophore n’est pas dans le
plan focal, l’image est e´largie. Dans ces conditions, une came´ra peut arriver
a` de´tecter les diffe´rentes formes des images. C’est pourquoi Enderlein a eu
l’ide´e d’utiliser des images de´focalise´es de mole´cules de Cyanine 5 fige´es dans
de la ge´latine pour de´terminer leur orientation [68]. A partir de la figure 4.8,
une simple proce´dure de reconnaissance de forme lui a` permis de remonter
a` l’orientation de chaque mole´cule [69]. Remarquons que cette technique est
particulie`rement inte´ressante puisque de nouvelles came´ras ultrasensibles font
leur apparition. Il est donc de plus en plus envisageable de de´terminer en
temps re´el l’orientation de certains luminophores dans des milieux moins
visqueux qu’un polyme`re comme par exemple une membrane cellulaire.
8Le fluorophore est assimile´ a` un dipoˆle.
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Fig. 4.7 – Images de dipoˆles oriente´s perpendiculairement (a) et (c) et paral-
le`lement a` l’axe optique (b) et (d). En (a) et (b) les dipoˆles sont au foyer
tandis qu’en (c) et (d) ils sont situe´s a` 500 nanome`tres le long de l’axe.
L’objectif est a` forte ouverture nume´rique NA=1.3 dans l’huile (n=1.518) et
le grossissement est m=40. La fluorescence est conside´re´e comme monochro-
matique (λ=525 nm).
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Fig. 4.8 – Images de mole´cules de Cyanine 5 pie´ge´es dans un polyme`re et
situe´es a` 1 micron du plan focal de l’objectif. Photo extraite de [69].
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4.4.2 Modification du volume d’excitation
L’e´tude de la diffusion de prote´ines ou de certains lipides dans les
membranes cellulaires donne de nombreuses informations par exemple sur la
structure de ces membranes. Une des me´thodes utilise´e dans l’e´quipe Mosaic
de l’Institut Fresnel consiste a` e´tablir des lois de diffusion par spectroscopie
de corre´lation de fluorescence (FCS). Les mesures de temps de diffusion sont
re´alise´es a` diffe´rentes e´chelles spatiales, c’est a` dire a` diffe´rentes tailles du
volume de de´tection [75]. Plusieurs parame`tres sont ajustables pour faire
varier ce volume confocal (utilisation d’objectifs d’ouverture nume´rique et
de grossissement diffe´rents, utilisation de longueurs d’ondes variables, . . .).
Ne´anmoins pour avoir une de´formation continue du volume, la me´thode la
plus simple est de modifier la taille du faisceau excitateur. Deux techniques
simples sont utilise´es : l’une consiste a` utiliser un e´largisseur de faisceau
pour modifier le parame`tre β de l’e´quation (4.6) [76], l’autre (utilise´e dans
l’e´quipe) consiste a` tronquer le faisceau excitateur a` l’aide d’un diaphragme
a` iris re´glable place´ devant l’objectif. Lorsque le diaphragme est ouvert, c’est
a` dire lorsque son diame`tre est supe´rieur a` celui de la lentille d’entre´e de
l’objectif, le volume d’excitation est de´fini par la formule (4.16). Par contre
de`s qu’il commence a` eˆtre la pupille limitante, nous pouvons donner une
bonne approximation du champ dans le plan focal, en faisant la transforme´e
de Fourier du faisceau tronque´. Dans ce cas, il s’e´crit :
→
E (x, y, 0) = TF
(→
Ep
)
∗ TF (Iris) (4.36)
ou` le symbole ∗ repre´sente le produit de convolution et la fonction TF () la
transforme´e de Fourier. La figure 4.9 repre´sente deux volumes d’excitation ;
en (a) l’objectif limite (seul) le faisceau pompe et en (b) le diame`tre de l’iris
est deux fois plus petit (5 mm) que celui de la lentille d’entre´e de l’objec-
tif. Remarquons que cette technique ne permet que d’augmenter les volumes
d’excitation, il sera donc ne´cessaire d’utiliser une autre me´thode pour pro-
longer les lois de diffusion vers les volumes plus petits que ceux permis par
les lois de la diffraction.
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Fig. 4.9 – Volumes d’excitation ; en (a) l’objectif limite le faisceau et en (b)
le diame`tre de l’iris est deux fois plus petit que celui de la lentille d’entre´e de
l’objectif. NA=1.2 dans l’eau, λ=488 nm et β=1.
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Chapitre 5
Application au calcul de la
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Introduction
Dans de nombreux syste`mes optiques1, les phe´nome`nes de diffraction
nous empeˆchent de distinguer les objets trop proches les uns des autres. La
distance minimale pour laquelle l’observateur les distingue de´finit la re´so-
lution du syste`me. En microscopie les objets peuvent eˆtre cohe´rents ou non
entre eux. C’est Ernst Abbe [9] qui le premier a` de´fini le pouvoir de re´solution
d’un microscope en e´clairage cohe´rent. Sa ce´le`bre formule
dAbbe ≥ λ
2NA
(5.1)
de´termine l’e´cart minimal qu’il doit y avoir transversalement entre deux ob-
jets pour les voir avec un microscope ayant un objectif d’ouverture nume´rique
NA et un e´clairage a` la longueur d’onde λ. En e´clairage incohe´rent, c’est le
crite`re de Rayleigh [10] qui est utilise´.
dR =
1.22λ
2NA
(5.2)
Cette distance dR correspond en fait au premier ze´ro de la fonction d’Airy :
f(x) =
[
J1
(
2πNA x
λ
)(
2πNA x
λ
)
]2
(5.3)
Dans ce chapitre nous verrons, dans premier temps, comment est calcule´e la
re´solution dans un microscope confocal a` fluorescence et quelles sont les va-
riables accessibles expe´rimentalement pour modifier cette re´solution. Ensuite
nous de´crirons les me´thodes interfe´rome´triques utilise´es par Hell2, Sheppard
et Stelzer [16,17,66] pour ame´liorer conside´rablement la re´solution axiale. En-
fin nous terminerons en de´crivant un nouveau type de 4π-microscope qui per-
met d’obtenir une meilleure re´solution late´rale que celle donne´e par la limite
de diffraction et d’ame´liorer les avantages apporte´s par les 4π-microscopes
classiques.
5.1 La re´solution en microscopie confocale de
fluorescence
Rappelons que, dans un microscope confocal, seule la lumie`re prove-
nant d’une zone de l’e´chantillon restreinte par l’image d’un ste´nope´3 est de´-
tecte´e. Ainsi en de´plac¸ant l’e´chantillon son image est obtenue point par point.
1Te´lescopes, spectrome`tres(. . . ) et bien suˆr microscopes
2European Patent EP0491289, (24-06-1992), Classification : G02B21/00M4A
3Le ste´nope´ est aussi appele´ trou confocal.
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Fig. 5.1 – Diagramme de Jablonski repre´sentant le processus de fluorescence
a` 1 photon (a) et a` 2 photons (b).
Nous avons vu pre´ce´demment que les objets biologiques sont peu contraste´s et
qu’il est donc pre´fe´rable de les marquer avec des luminophores. En ge´ne´ral,
ces luminophores sont excite´s optiquement mais certains le sont chimique-
ment, c’est le cas des chimico-luminophores et des bioluminophores [77] que
l’on trouve, par exemple, dans les vers luisants, dans les me´duses ou dans
certaines bacte´ries [78]. La figure 5.1 repre´sente l’absorption d’un photon par
un fluorophore puis l’e´mission d’un autre photon moins e´nerge´tique re´sultat
de la de´sexcitation de la mole´cule. Nous verrons qu’il est possible et qu’il
peut eˆtre inte´ressant d’exciter les fluorophores avec deux [6, 7] voire trois
photons [8].
5.1.1 Description d’un microscope confocal classique
Dans un microscope confocal comparable a` celui de la figure 5.2, un
faisceau Laser est comple`tement re´fle´chi par le miroir dichro¨ıque et focalise´
par l’objectif a` forte ouverture nume´rique sur l’e´chantillon. Les fluorophores
de l’e´chantillon, se trouvant dans la zone ou` l’intensite´ du faisceau focalise´ est
la plus forte, ont une grande probabilite´ d’absorber un photon et donc d’en
re´e´mettre un autre en se de´sexcitant. Ce signal de fluorescence est collecte´ sur
quasiment 2π ste´radians par l’objectif a` forte ouverture nume´rique qui a servi
a` focaliser le faisceau excitateur : c’est ce qu’on appelle un fonctionnement
en e´pifluorescence. La fluorescence va ensuite eˆtre comple`tement transmise
par le miroir dichro¨ıque et focalise´e par la lentille de tube, a` travers un trou
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confocal, sur la photodiode. Sur la figure 5.2 le trou et la photodiode sont
accole´s l’un a` l’autre pour simplifier les calculs, cependant, en ge´ne´ral, ils sont
situe´s dans deux plans conjugue´s par un syste`me confocal pour des raisons
de commodite´ expe´rimentale.
Miroir
dichroïque
Faisceau
pompe
Photodiode
Trou
confocal
Lentille
de tube
Objectif
pompe
fluorescence
Fig. 5.2 – Microscope confocal classique fonctionnant en e´pifluorescence
5.1.2 Hypothe`ses
Bien que certains luminophores aient un groupement fonctionnel d’ab-
sorption de type dipolaire, c’est a` dire qu’il existe des directions privile´gie´es
pour les exciter, dans ce chapitre nous conside´rerons que les fluorophores
absorbent de manie`re isotrope et que leur e´mission est proportionnelle a` l’in-
tensite´ locale du faisceau excitateur. Dans ce cas, nous pouvons dissocier le
calcul de l’e´mission et de l’excitation. L’intensite´ du faisceau pompe focalise´
au voisinage du foyer (et donc de l’e´chantillon) de´limite un volume d’effica-
cite´ d’excitation (la EEF4). L’image du trou confocal a` travers le microscope
de´finit le volume d’efficacite´ de collection (la CEF5) et finalement la re´solu-
tion spatiale du syste`me est donne´e par le volume d’efficacite´ de de´tection (la
MDE6) qui est le re´sultat du produit des deux pre´ce´dents volumes d’efficacite´.
MDE = EEF × CEF (5.4)
4Abre´viation de l’expression anglaise ”Excitation Efficiency Function”.
5Abre´viation de l’expression anglaise ”Collection Efficiency Function”.
6Abre´viation de l’expression anglaise ”Molecule Detection Efficiency”.
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Fig. 5.3 – Amplitude d’un faisceau gaussien a` l’entre´e de l’objectif tel que
β=1. Les deux droites verticales repre´sentent la pupille d’entre´e de l’objectif.
5.1.3 Calcul de la MDE
5.1.3.1 Calcul de la EEF
Comme nous l’avons vu pre´ce´demment dans le chapitre 4, nous savons
calculer rigoureusement le champ d’un faisceau focalise´ par un objectif a` forte
ouverture nume´rique, en tout point au voisinage de son foyer. Nous pouvons
donc tracer la carte en trois dimensions de l’intensite´ du faisceau d’excitation.
Rappelons qu’au point M de coordonne´es (x,y,z) dans le repe`re carte´sien de
centre le foyer Fo :
I(x, y, z) =
→
E ·
→
E∗ (5.5)
avec
→
E∗ le complexe conjugue´ de
→
E et
→
E (x, y, z) ∝
π∫
−π
θmax∫
0
→
Es (θ, ϕ) e
i 2pi
λ
[sin θ(x cosϕ+y sinϕ)+z cos θ] sin(2θ)dθdϕ . (5.6)
Prenons le cas ”classique”d’un faisceau gaussien polarise´ rectilignement selon
l’axe X, alors dans le plan pre´ce´dant l’objectif, le champ s’e´crit :
→
Ep (θ, ϕ) ∝ exp
[
−
(
nβ sin θ
NA
)2]
→
ex (5.7)
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Juste apre`s l’objectif sur la sphe`re S (cf. fig.4.4) le champ est donc :
→
Es (θ, ϕ) ∝
√
n cos θ∥∥∥→p∥∥∥ exp
[
−
(
nβ sin θ
NA
)2](
cos θ
→
ex − sin θ cosϕ →ez
)
(5.8)
∥∥∥→p∥∥∥ =√1− (sin θ sinϕ) 2 (5.9)
La figure 5.4 repre´sente la carte d’intensite´ en trois dimensions de l’excitation
dans un microscope ayant un objectif d’ouverture nume´rique NA=1.45 dans
de l’huile d’indice n=1.518. Le faisceau pompe est gaussien polarise´ rectiligne-
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Fig. 5.4 – Volume d’efficacite´ d’excitation d’un faisceau (λ=488nm) gaussien
(β=1) polarise´ rectilignement selon X, focalise´ par un objectif a` forte ouver-
ture nume´rique (NA=1.45 dans l’huile). La carte (a) repre´sente la coupe dans
le plan (XZ) tandis que la (b) repre´sente la coupe dans le plan (YZ).
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ment selon l’axe X, sa longueur d’onde7 est λ=488nm et β=18 (cf. fig. 5.3).
Nous pouvons nettement y voir les effets de la polarisation ; la largeur de la
tache dans le plan focale est plus petite dans la direction orthogonale a` la
polarisation (en Y dans ce cas). Il est a` remarquer que la valeur de l’ouver-
ture nume´rique ”NA=1.45” dans l’huile est l’une des plus grande disponible
parmi les objectifs commerciaux9 [79]. En fait certains objectifs ont des ou-
vertures supe´rieures a` 1.6 dans des huiles a` fort indice mais c¸a pose certains
proble`mes de pe´ne´tration dans les e´chantillons aqueux. En effet, la loi de
la re´fraction de Snell-Descartes (n1 sin θ1 = n2 sin θ2) tend a` montrer qu’il
est inutile de travailler avec des objectifs d’ouverture nume´rique supe´rieure
a` l’indice de l’e´chantillon ; dans le cas d’objets biologiques dans l’eau l’ou-
verture nume´rique n’a pas besoin de de´passer 1.33. En fait, les objectifs a`
tre`s forte ouverture nume´rique10 (NA > 1.33) e´clairent l’e´chantillon aussi
avec des ondes e´vanescentes, ce qui est utilise´ dans certaines techniques de
microscopie comme le TIRF11.
5.1.3.2 Influence des diffe´rentes parame`tres sur la EEF
Influence de la polarisation
Nous venons de voir sur la figure 5.4 qu’une polarisation rectiligne
dissyme´trise le volume d’excitation. Sur la figure 5.5 et a fortiori sur la fi-
gure 5.6 nous pouvons constater l’importante de´formation de la tache de
focalisation entre la cas d’un faisceau non polarise´ (a) et celui plus clas-
sique d’un faisceau polarise´ rectilignement (b). Cette dissyme´trie peut eˆtre
geˆnante dans certaines applications comme en Spectroscopie de Corre´lation
de Fluorescence (FCS) ou` il faut tenir compte de la forme des volumes de
de´tection [74,80] ou tout simplement pour faire de l’imagerie puisque la re´so-
lution sera nettement moins bonne dans une direction que dans l’autre. Une
solution peut eˆtre d’utiliser un faisceau polarise´ circulairement, dans ce cas
les vecteurs
→
po et
→
p 12 sont complexes (cf. e´quations (5.10) et (5.11)) mais le
volume est de syme´trie de re´volution dans le plan focal (cf (c) des figures
5.5 et 5.6). Remarquons que la polarisation n’a pas d’influence significative
7488 nm est par exemple l’une des raies de l’Argon.
8β est le rapport du rayon de l’objectif sur la largeur de la gaussienne.
9Nous avons pris les caracte´ristiques de l’objectif α-plan de Zeiss.
10Olympus commercialise un objectif d’ouverture nume´rique NA = 1.65 dans un liquide
d’indice 1.78.
11De l’anglais : ”Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy”.
12
→
po et
→
p sont respectivement les vecteurs polarisation juste avant et juste apre`s l’ob-
jectif.
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Fig. 5.5 – Ge´ome´trie de la tache de focalisation du faisceau pompe (gaussien
β=0.1et λ=488nm)dans le plan focal de l’objectif (NA=1.45 dans l’huile) en
fonction de la polarisation : (a) pour un faisceau non polarise´, (b) pour
un faisceau polarise´ rectilignement selon X et (c) pour un faisceau polarise´
circulairement.
sur la re´solution axiale du syste`me. Par contre le diame`tre transverse13 de la
tache obtenue en polarisation circulaire est compris entre le grand et le petit
axe de celle obtenue en polarisation rectiligne.
→
po =
1√
2

 cos (α)sin (α)
0

+ i√
2

− sin (α)cos (α)
0

 = 1√
2

 1i
0

 (5.10)
13C’est a` dire dans le plan focal.
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→
p = 1√
1+cos2 θ

 cos (θ)i cos (θ)
− sin (θ) exp (iϕ)

 (5.11)
Influence de l’ouverture nume´rique de l’objectif
Les formules de Rayleigh (5.2) ou de Abbe (5.1) montrent que la re´-
solution late´rale est inversement proportionnelle a` l’ouverture nume´rique de
l’objectif. Les figures 5.7 et 5.8 de´crivent l’influence de l’ouverture nume´-
rique sur la focalisation d’un faisceau polarise´ rectilignement. Nous pouvons
constater que les effets sont diffe´rents dans les trois directions de l’espace :
-400
-200
0
200
400
Y
 (
n
m
)
-400 -200 0 200 400
X (nm)
-400
-200
0
200
400
Y
 (
n
m
)
-400 -200 0 200 400
X (nm)
-400
-200
0
200
400
Y
 (
n
m
)
-400 -200 0 200 400
X (nm)
(a) (b)
(c)
Fig. 5.6 – Cartes d’intensite´ de la figure 5.5 en e´chelle logarithmique.
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– Perpendiculairement a` la polarisation (ici en Y) la re´solution (dy) e´vo-
lue en 1/NA ; la fonction dy(NA) = 0.8λ
2 NA
s’ajuste parfaitement sur la
courbe de la figure 5.8.
– Le long de l’axe optique (en Z) la re´solution (dz) semble eˆtre en 1/NA2.
La fonction qui s’ajuste le mieux est dz(NA) = 4.88λ
2 NA2
− 1.14λ
2 NA
.
– Par contre dans la direction de polarisation, aucune fonction simple ne
semble correspondre a` la courbe. Nous pouvons quand meˆme constater
que la re´solution (dx(NA)) e´volue moins rapidement que dans les autres
directions.
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Fig. 5.7 – Influence de l’ouverture nume´rique sur la re´solution le long des
trois axes. Le faisceau est gaussien (β=0.1 et λ=488nm) polarise´ selon X.
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Fig. 5.8 – Re´solution le long des trois axes en fonction de l’ouverture nu-
me´rique de l’objectif. Le faisceau est gaussien (β=0.1 et λ=488nm) polarise´
selon X.
De plus il est a` remarquer que les effets de la polarisation, comme par exemple
la dissyme´trie de la tache de focalisation, s’estompent pour de faibles ouver-
tures nume´riques.
Influence de la forme du faisceau incident
Nous utilisons des faisceaux gaussiens dans nos calculs parce que le
mode fondamental gaussien TEM00 est le plus courant dans les Lasers. Ce-
pendant ce n’est pas la forme de faisceau qui donne les meilleures re´solu-
tions [81–84]. Dans ce paragraphe nous allons envisager d’utiliser d’autres
types de faisceaux bien que cela pose de ve´ritables proble`mes expe´rimentaux.
Avant tout il est possible de changer la taille du faisceau gaussien a` l’aide
d’un e´largisseur14 de faisceau [76]. La largeur a` mi-hauteur de la gaussienne
14Un e´largisseur est un syste`me afocal comme par exemple une lunette de Galile´e.
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Fig. 5.9 – Influence de la largeur de la gaussienne (par rapport au diame`tre
de l’objectif) sur la re´solution le long des trois axes. Le faisceau est gaussien
(λ=488nm) polarise´ selon X et l’objectif est a` tre`s forte ouverture nume´rique
(NA=1.45 dans l’huile).
ainsi obtenue doit eˆtre compare´e au diame`tre d’entre´e de l’objectif [74]. Rap-
pelons que nous avons de´ja` introduit la variable β qui est le rapport du rayon
de l’objectif sur la largeur de la gaussienne. La figure 5.9 montre qu’une aug-
mentation de la largeur de la gaussienne par rapport au diame`tre de l’objectif
(β ց), tend a` re´duire les dimensions de la tache de focalisation15. En fait a`
partir d’une certaine valeur (β ≈ 0.1) les dimensions de la tache n’e´voluent
15Ce re´sultat est intuitif puisque la transforme´e de Fourier d’une gaussienne large est
une gaussienne e´troite.
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Fig. 5.10 – Influence de la forme du faisceau sur la re´solution le long des
trois axes. Le faisceau (λ=488nm) est polarise´ selon X et l’objectif est a` tre`s
forte ouverture nume´rique (NA=1.45 dans l’huile). La figure (a) repre´sente
l’amplitude des faisceaux en entre´e de l’objectif. Les courbes continues cor-
respondent a` un champ uniforme, celles en pointille´s au champ d’amplitude
(5.12) et celles en tirets a` un faisceau gaussien (β=0.5).
quasiment plus ; le cas limite β=0 correspond a` un faisceau ayant une inten-
site´ uniforme´ment re´partie16. Sur la figure 5.10 (a) la courbe en pointille´s
repre´sente l’amplitude d’un champ de la forme :
Ep ∝ 1− exp
[
−
(
nβ sin θ
NA
)2]
(5.12)
16Cf. courbe continue de la figure 5.10 (a).
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avec β=0.5. La figure (e)montre qu’avec un tel faisceau la re´solution est ame´-
liore´e de 23% dans la direction orthogonale a` la polarisation sans diminuer
dans les autres directions.
5.1.3.3 Calcul de la CEF
La fonction d’efficacite´ de collection est une carte d’intensite´ en trois
dimensions qui repre´sente l’e´nergie que rec¸oit le de´tecteur (place´ derrie`re le
trou confocal (cf. fig. 5.2)) en fonction de la position de la source ponctuelle.
Nous noterons cette fonction CEF(x,y,z). Dans le chapitre pre´ce´dent (4.3.2),
nous avons vu comment calculer rigoureusement le champ
→
E
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)
,
e´mis par un fluorophore, assimile´ a` un dipoˆle, situe´ au voisinage du foyer de
l’objectif (dans l’espace objet), en un point M de l’espace image17. Le signal
de´tecte´ par la photodiode (a` travers le trou) est donc e´gal a` :
I(
→
p,
−→
pos) =
∫∫
S
[
→
E
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)
·
→
E∗
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)]
d
−→
FlM (5.13)
avec
→
E∗ le complexe conjugue´ de
→
E, S la surface du trou confocal et M un
point de cette surface. Dans ce chapitre, nous conside´rerons que les mole´cules
ont une vitesse de rotation importante compare´e au temps d’inte´gration de
la photodiode, de telle fac¸on que pendant le temps d’integration le dipoˆle ait
pris toutes les orientations. Dans ce cas18 :
CEFλ(
−→
pos) =
∫∫
OI(
→
p,
−→
pos)d
→
p (5.14)
La plus part du temps, le spectre d’e´mission d’un fluorophore peut eˆtre consi-
de´re´ comme gaussien de largeur e´gale a` quelques dizaines de nanome`tres.
Dans la suite, nous conside´rerons donc parfois que la fluorescence est mono-
chromatique, dans le cas contraire :
CEF (
−→
pos) =
∫
λ
CEFλ(
−→
pos) exp
[
−
(
λ− λ0
∆λ
)]
dλ (5.15)
Ce volume est en quelque sorte l’image en trois dimensions du trou confocal
a` travers le microscope. Nous comprenons donc que les dimensions de la CEF
sont lie´es au diame`tre du trou. Pour avoir la meilleure re´solution, il est donc
17Fl est le foyer de la lentille de tube,
→
p le vecteur orientation du dipoˆle et
−→
pos= (x, y, z)
le vecteur position du dipoˆle.
18Il est a` remarquer que la surface ferme´e d’inte´gration est une sphe`re.
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Fig. 5.11 – Coupe longitudinale du volume d’efficacite´ de collection d’un
microscope de grossissement ×40 avec un objectif d’ouverture nume´rique
NA=1.3 dans l’huile, a` travers un trou de 20µm de diame`tre. La fluores-
cence est conside´re´e comme monochromatique (λ=525nm).
ne´cessaire de travailler avec un trou le plus petit possible. Cependant au-dela`
d’une certaine limite, le signal devient tre`s faible ce qui implique un mauvais
rapport signal a` bruit. Plac¸ons nous dans un cas simple, le fluorophore est
assimile´ a` un point source qui e´met une onde sphe´rique. Lorsqu’il se situe dans
le plan focal de l’objectif, nous pouvons nous placer dans l’approximation de
Fresnel pour calculer son image dans le plan focal de la lentille de tube. Ce
qui donne une fonction d’Airy centre´e sur l’image ge´ome´trique du syste`me
(cf. fig. 5.12) :
ImR(x, y) =


J1
(
k NA
√
(x−mR)2+y2
m
)
k NA
√
(x−mR)2+y2
m


2
(5.16)
avec m le grossissement du microscope et R le de´placement le long de l’axe
X (dans le plan focal) du fluorophore. La tache centrale de cette fonction
d’Airy a un diame`tre :
Φ =
1.22mλ
NA
(5.17)
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Fig. 5.12 – Repre´sentation ge´ome´trique de l’imagerie de fluorescence dans
un microscope.
Nous estimons donc que pour conserver un rapport signal a` bruit correct, le
diame`tre du trou confocal ne doit pas eˆtre infe´rieur a` Φ. Dans l’exemple de la
figure 5.11, le ste´nope´ a un diame`tre de 20 microns tandis que Φ = 19.7µm,
c’est donc un cas limite. Ce calcul scalaire, faisant les hypothe`ses de l’ap-
proximation de Fresnel, nous permet de faire une e´tude rapide de la coupe
transverse (dans le plan focal) de la CEF en fonction des diffe´rents para-
me`tres. En effet, si S est la surface du ste´nope´ :
CEF (R) =
∫∫
S
ImR(x, y) dxdy . (5.18)
La figure 5.13 montre que l’approximation de Fresnel suffit pour calculer la
CEF dans le plan focal. Cependant, la plus part du temps, c’est la dimen-
sion selon l’axe Z qui est la plus importante puisque c’est la seule qui limite
re´ellement le volume de de´tection. En effet, dans le plan focal c’est plutoˆt le
faisceau excitateur qui est limitant dans le calcul de la MDE (Cf. fig. 5.16).
Sur la figure 5.14 (a), nous pouvons constater que plus l’ouverture nume´rique
est grande plus la pente de la CEF est forte et donc plus la fonction CEF(R)
ressemble a` la fonction ”porte”. De meˆme, le long de l’axe optique (cf. fig. 5.14
(b)), la CEF de´croˆıt d’autant plus vite que l’ouverture nume´rique est impor-
tante. La figure 5.15, nous montre clairement que la CEF est invariante pour
un rapport φ/m constant, avec φ le diame`tre du trou confocal. Finalement,
pour avoir la meilleure re´solution possible nous aurons donc tout inte´reˆt a`
travailler avec un rapport φ/m le plus petit possible, en gardant a` l’esprit
que pour avoir un bon rapport signal a` bruit, le trou doit eˆtre plus grand que
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Fig. 5.13 – Comparaison de la me´thode scalaire dans l’approximation de
Fresnel et du calcul vectoriel rigoureux pour estimer la CEF dans le plan
focal de l’objectif.
la tache centrale de la fonction d’Airy. Dans ce cas, le meilleur compromis
est :
φ
m
=
1.22λ
NA
(5.19)
Remarquons que comme pour l’excitation c’est l’ouverture nume´rique qui va
limiter la re´solution du syste`me.
5.1.3.4 Calcul de la MDE
Nous avons vu, dans les chapitres pre´ce´dents, que le volume d’effica-
cite´ de de´tection (MDE) est le re´sultat du produit du volume d’efficacite´
d’excitation (EEF) par celui de collection (CEF). Plus ce volume sera petit,
meilleure sera la re´solution du microscope. Or sur la figure 5.17 (c), nous
pouvons constater que ce volume a` des dimensions tre`s diffe´rentes selon les
directions. Pour un faisceau excitateur polarise´ rectilignement, la meilleure
re´solution est obtenue dans la direction orthogonale a` la polarisation et a`
l’axe optique. La re´solution axiale est plus de deux fois moins bonne que les
re´solutions late´rales19 malgre´ la pre´sence d’un trou bien adapte´ (cf. e´quation
(5.19)). Pour ame´liorer les dimensions du volume nous avons vu que nous
pouvions jouer sur la forme du faisceau excitateur, sur sa polarisation et sur-
tout sur l’ouverture nume´rique de l’objectif. Cependant tous ces parame`tres
19Sur la figure 5.17, les re´solutions sont e´gales a` 143 nm selon Y, 194 nm selon X et 414
nm selon Z.
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Fig. 5.14 – Influence de l’ouverture nume´rique de l’objectif sur la CEF. La
fluorescence est conside´re´e comme monochromatique λ=525 nm. Le grossis-
sement du microscope est m=40 et le trou a un diame`tre de 20 microns. La
figure (a) repre´sente la CEF dans le plan focal. La figure (b) repre´sente la
CEF le long de l’axe optique.
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Fig. 5.15 – Influence du rapport φ/m sur la CEF. Les courbes continues ont
e´te´ de´cale´es vers le haut, elles sont, en fait, parfaitement confondues avec les
courbes en pointille´s. La fluorescence est conside´re´e comme monochromatique
λ=525 nm. L’ouverture nume´rique est NA=1.45 dans l’huile. La figure (a)
repre´sente la CEF dans le plan focal. La figure (b) repre´sente la CEF le long
de l’axe optique.
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ont de´ja` e´te´ optimise´s dans le calcul de la figure 5.17. La figure 5.16 doit
nous faire remarquer que dans le plan focal, les diffe´rences de dimensions
entre EEF et CEF sont telles que la MDE est proche de la EEF. La CEF
par l’action du trou confocal n’a de re´elle influence sur la MDE que le long
de l’axe optique. Pourtant c’est le long de cet axe que la re´solution est la
moins bonne. C’est pourquoi, au de´but des anne´es 90, Hell20, Sheppard et
Stelzer [16, 17] ont pense´ a` structurer le volume d’excitation [24, 29] et\ou
celui de collection dans ce qu’on appelle un 4π−microscope pour augmenter
conside´rablement cette re´solution axiale.
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Fig. 5.16 – Comparaison de la EEF et de la CEF dans un microscope confocal
a` fluorescence. Le faisceau excitateur est Gaussien (β = 0.1), monochroma-
tique (λ = 488nm) et polarise´ selon X. La fluorescence est aussi conside´re´e
comme monochromatique. L’ouverture nume´rique de l’objectif est NA=1.3
dans l’huile. Le grossissement du microscope est m=40 et le ste´nope´ a un
diame`tre de 20 microns.
5.2 4π−microscopie
Rappelons qu’un 4π−microscope est un syste`me constitue´ de deux
objectifs a` forte ouverture nume´rique se faisant face de telle fac¸on qu’ils
collectent la fluorescence sur quasiment tout l’espace : 4π ste´radians. Un
4π−microscope ayant une configuration classique comme celle repre´sente´e
sur la figure 5.18, permet d’e´clairer l’e´chantillon avec deux faisceaux cohe´-
rents contrapropagatifs. Les interfe´rences entre ces deux faisceaux au niveau
20European Patent EP0491289, (24-06-1992), Classification : G02B21/00M4A
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Fig. 5.17 – Volume d’efficacite´ de de´tection (MDE). Le faisceau excitateur
est Gaussien (β = 0.1), monochromatique (λ = 488nm) et polarise´ selon X.
La fluorescence est aussi conside´re´e comme monochromatique (λ = 525nm).
L’ouverture nume´rique de l’objectif est NA=1.3 dans l’huile. Le grossissement
du microscope est m=40 et le ste´nope´ a un diame`tre de 20 microns. (a) et (b)
repre´sentent deux coupes longitudinales du volume d’efficacite´ de de´tection,
respectivement dans le plan (XOZ) et (YOZ). (c) compare les dimensions de
ce volume dans les trois directions de l’espaces.
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Fig. 5.18 – 4π−microscope en triangle. Deux faisceaux excitateurs issus du
meˆme Laser se propagent contrapropagativement pour interfe´rer au niveau
de l’e´chantillon place´ au foyer commun des deux objectifs. Le filtre Notch
est un coupe-bande tre`s e´troit qui permet d’arreˆter le Laser. Si les deux bras
sont rigoureusement de meˆme taille, la fluorescence interfe`re au niveau du
photode´tecteur.
de l’e´chantillon permettent de structurer le volume d’excitation. Si les deux
bras de l’interfe´rome`tre sont strictement21 de meˆme longueur, le signal e´mis
par un fluorophore unique vers la droite et celui e´mis (par la meˆme mole´-
cule) vers la gauche interfe`rent au niveau de la photodiode. Lorsqu’il y a
des interfe´rences a` la fois sur le faisceau pompe et sur la fluorescence nous
parlons de 4π−microscope de type C par opposition aux type A et type B
qui respectivement ne font interfe´rer que l’excitation ou que l’e´mission.
21La diffe´rence entre les deux chemins optiques doit eˆtre infe´rieure a` la longueur de
cohe´rence de la source (c’est a` dire quelques microns).
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5.2.1 La re´solution dans un 4π−microscope de type A
5.2.1.1 Calcul de la EEF
Dans un 4π−microscope de type A, deux faisceaux contrapropagatifs
mais identiques interfe`rent au niveau du foyer des objectifs. En reprenant les
e´quations du chapitre 4.3.1, nous pouvons de´terminer le champ en un point22
M au voisinage de ce foyer.
→
E (x, y, z) ∝
π∫
−π
θmax∫
0
→
Es (θ, ϕ) e
ik[sin θ(x cosϕ+y sinϕ)] cos (z cos θ) dΩθ,ϕ (5.20)
avec
dΩθ,ϕ = sin(2θ)dθdϕ (5.21)
et si le Laser est gaussien polarise´ rectilignement selon X avant l’objectif :
→
Es (θ, ϕ) ∝
√
n cos θ · exp
[
−
(
nβ sin θ
NA
)2] →
p (5.22)
→
p=
cos θ
→
ex − sin θ cosϕ →ez√
1− (sin θ sinϕ) 2 (5.23)
La figure 5.19 repre´sente l’intensite´ du champ exprime´ en (5.20). Cette in-
tensite´ structure´e par les interfe´rences est constitue´e d’une tache centrale et
de lobes secondaires. Ces lobes sont d’autant moins intenses que l’ouverture
nume´rique de l’objectif est grande ou que le coefficient β qui de´fini la largeur
du faisceau gaussien est petit (cf. fig. 5.20).
5.2.1.2 Calcul de la MDE
Comme pour un microscope confocal a` fluorescence classique la MDE
est le re´sultat du produit de la EEF et de la CEF. Dans le chapitre pre´ce´dent
nous avons calcule´ la EEF. Dans un 4π−microscope de type A, il n’y a pas
d’interfe´rence sur la fluorescence donc la CEF est identique a` celle d’un micro-
scope classique vue a` la figure 5.11. En comparant la formule (5.6) a` la (5.20)
nous pouvons constater que les champs excitateurs sont les meˆme dans le plan
focal d’un microscope confocal classique et dans celui d’un 4π−microscope.
La re´solution late´rale n’est donc pas ame´liore´e dans un 4π−microscope de
type A. Par contre la tache centrale de la MDE de la figure 5.21 a une dimen-
sion23 axiale e´gale a` 76 nm, soit plus de 5 fois mieux que la re´solution axiale
22Nous noterons les coordonne´es de ce point (x,y,z) dans le repe`re carte´sien de centre le
foyer.
23La re´solution dans une direction est la largeur de la tache mesure´e a` 1/e2 de l’intensite´
maximale.
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Fig. 5.19 – EEF d’un 4π−microscope dans le plan (XOZ) pour (a) et dans le
plan (YOZ) pour (b) . Le laser est gaussien (λ = 488nm et β = 0.1) polarise´
rectilignement selon X. L’objectif est a` forte ouverture nume´rique (NA=1.3
dans l’huile). Les figures (c) et (d) repre´sentent respectivement les courbes
(a) et (b) en e´chelle logarithmique.
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Fig. 5.20 – EEF d’un 4π−microscope le long de l’axe optique en fonction de
l’ouverture nume´rique pour (a) (λ = 488nm et β = 0.1) et en fonction de β
pour (b) (λ = 488nm et NA=1.45 dans l’huile).
d’un microscope confocal classique ayant les meˆme caracte´ristiques24. Il est a`
noter que la pre´sence de lobes secondaire atteignant 66% du maximum d’in-
tensite´ pour les premiers et pre`s de 18% pour les seconds restreint re´ellement
l’ame´lioration de la re´solution axiale. De tels re´sultats ont e´te´ mesure´s expe´-
rimentalement par Hell et al. en 1993 [85]. Ils trouvaient une tache centrale
de 75 nm a` mi hauteur le long de l’axe optique avec leur 4π−microscope de
type A et de 520 nm avec un microscope confocal classique.
5.2.2 La re´solution dans un 4π−microscope de type C
5.2.2.1 Calcul de la CEF
Lorsque les deux bras du 4π−microscope (cf. fig. 5.18) sont identiques,
la fluorescence e´mise vers la droite et celle e´mise (par la meˆme mole´cule)
vers la gauche interfe`rent au niveau de la photodiode. Nous avons vu dans le
chapitre 4.3.2 que le champ en un point de l’espace image (d’un microscope
classique) de´pend de sa position et de son orientation dans l’espace objet
(cf. e´quations (4.20) et (4.33)). Dans un 4π−microscope, chaque objectif voit
le dipoˆle diffe´remment. Dans l’exemple de la figure 5.22, le dipoˆle a une
24La re´solution axiale e´tait de 414 nm dans les conditions de´crites a` la figure 5.17.
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Fig. 5.21 – Volume d’efficacite´ de de´tection (MDE) d’un 4π−microscope
de type A. Le faisceau excitateur est Gaussien (β = 0.1), monochroma-
tique (λ = 488nm) et polarise´ selon X. La fluorescence est aussi conside´re´e
comme monochromatique (λ = 525nm). L’ouverture nume´rique de l’objec-
tif est NA=1.3 dans l’huile. Le grossissement du microscope est m=40 et le
ste´nope´ a un diame`tre de 20 microns. (a) et (b) repre´sentent deux coupes
longitudinales du volume d’efficacite´ de de´tection, respectivement dans le plan
(XOZ) et (YOZ). (c) repre´sente la MDE le long de l’axe optique.
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orientation
→
p et
−→
pos pour l’objectif 1 mais
→
p2 et
−→
pos2 pour l’objectif 2, avec :
→
p2 =


(→
p · →ex
)
(→
p · →ey
)
−
(→
p · →ez
)

 (5.24)
−→
pos2 =


(−→
pos · →ex
)
(−→
pos · →ey
)
−
(−→
pos · →ez
)

 (5.25)
Finalement ce 4π−microscope constitue´ de deux objectifs pour observer un
fluorophore est e´quivalent a` un microscope a` un seul objectif qui regarderait
deux dipoˆles cohe´rents entre eux et syme´triques par rapport au plan focal.
En tout point M du photode´tecteur, le champ s’exprime comme la somme
Axe optique 
(Z)
Fluorophore
X
Plan focal
O1O2
Axe optique 
(Z)
Fluorophore
X
Plan focal
O1
Dipôle fictif 
cohérent
(b)(a)
Fig. 5.22 – (a) repre´sente un fluorophore dans le plan d’observation des
deux objectifs d’un 4π−microscope. En (b) deux fluorophores cohe´rents et
syme´triques par rapport au plan focal (en orientation et en position) sont
observe´s par un objectif. Les montages (a) et (b) sont e´quivalent du point
de vue de l’e´mission.
de deux champs calcule´s avec la formule (4.33).
→
E
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)
=
→
E1
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)
+
→
E2
( −→
FlM,
→
p2,
−→
pos2
)
(5.26)
Dans ce cas, l’intensite´ de´tecte´e par la photodiode a` travers le trou confocal
de surface S est :
I(
→
p,
−→
pos) =
∫∫
S
[
→
E
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)
·
→
E∗
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)]
d
−→
FlM (5.27)
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et le volume de collection est de´crit par la fonction :
CEF (
−→
pos) =
∫
λ
{∫∫
OI(
→
p,
−→
pos)d
→
p
}
Spectre(λ) dλ (5.28)
En faisant l’approximation scalaire de´crite dans le chapitre 5.1.3.3, nous pou-
vons pre´voir la forme de la CEF dans le plan focal mais aussi le long de l’axe
optique. Lorsque la source se trouve dans le plan focal, son image au niveau
du de´tecteur est une fonction d’Airy centre´e sur son image ge´ome´trique. La
fonction de collection est donc la meˆme que pour un microscope confocal
classique (cf. chap. 5.1.3.3). Par contre, lorsque la source se de´place le long
de l’axe optique, deux ondes sphe´riques interfe`rent au niveau de la photo-
diode, l’une est convergente, l’autre est divergente de tel sorte qu’elles sont
syme´triques par rapport au plan focal image de la lentille de tube. Le re´sultat
est un signal oscillant en fonction de la position de la source.
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Fig. 5.23 – Coupe longitudinale du volume d’efficacite´ de collection d’un
4π−microscope (de type B ou C) de grossissement ×40 avec un objectif d’ou-
verture nume´rique NA=1.3 dans l’huile, a` travers un trou de 20µm de dia-
me`tre. La fluorescence est conside´re´e comme monochromatique (λ=525nm).
Ne´anmoins pour connaˆıtre pre´cise´ment la totalite´ du volume d’efficacite´ de
collection d’un 4π−microscope de type B ou C, nous devons re´soudre l’e´qua-
tion (5.28). Le re´sultat est repre´sente´ a` la figure 5.23. Il est comparable a` celui
de la figure 5.11 avec une structure longitudinale provenant des interfe´rences
de´crites pre´ce´demment entre des ondes convergentes et divergentes.
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5.2.2.2 Discussion sur la 4π−microscopie de type B
Dans un 4π−microscope de type B [86], il n’y a pas d’interfe´rence sur
le faisceau excitateur au niveau de l’e´chantillon. Pour construire un tel mi-
croscope le plus simple est de remplacer la lame semi-re´fle´chissante de la
figure 5.18 par une lame comple`tement transparente pour le faisceau Laser.
Dans ce cas, le volume d’efficacite´ d’excitation est comparable a` celui d’un
microscope ayant un seul objectif. La figure 5.24 repre´sente la MDE re´sultat
du produit de la EEF non structure´e de la figure 5.4 et de la CEF 5.23. Il
est a` noter qu’il est beaucoup plus difficile d’obtenir des interfe´rences avec la
fluorescence (au niveau de la photodiode), qu’avec un faisceau d’excitation
quasiment monochromatique comme un Laser (au voisinage de l’e´chantillon).
En effet, les deux bras d’un 4π−microscope de type B ou C doivent eˆtre ri-
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Fig. 5.24 – Coupes longitudinales du volume d’efficacite´ de de´tection d’un
4π−microscope de type B de grossissement ×40 avec un objectif d’ouverture
nume´rique NA=1.3 dans l’huile, a` travers un trou de 20µm de diame`tre. La
fluorescence est conside´re´e comme monochromatique (λ=525nm). Le faisceau
pompe est un Laser (λ=488nm) gaussien (β=0.1) polarise´ rectilignement se-
lon X. (a) repre´sente la coupe dans le plan (XoZ). (b) repre´sente la coupe
dans le plan (YoZ).
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goureusement de meˆme longueur25 (optique) car la longueur de cohe´rence de
la fluorescence est de l’ordre de la dizaine de microns. Le 4π−microscope de
type B semble donc cumuler tous les de´savantages. Il donne de moins bons re´-
sultats qu’un 4π−microscope de type C (cf. chapitre 5.2.2.3) ou meˆme qu’un
4π−microscope de type A. Par contre il est tout aussi complexe a` construire
qu’un 4π−microscope de type C et donc beaucoup plus qu’un 4π−microscope
de type A. Cependant nous verrons dans le paragraphe 5.3.6 qu’un tel mi-
croscope est re´ellement utile pour observer des e´chantillons bioluminescents.
5.2.2.3 Calcul de la MDE
Dans un 4π−microscope de type C, les volumes d’excitation et de col-
lection sont structure´s respectivement par les interfe´rences sur les faisceaux
pompes autour de l’e´chantillon et par les interfe´rences sur la fluorescence au
niveau du de´tecteur. L’efficacite´ de de´tection d’un 4π−microscope de type
C, re´sultat du produit de la EEF 5.19 et de la CEF 5.23, est de´crite par
la figure 5.25. Sur cette figure, nous pouvons remarquer que le diame`tre
axial de la tache centrale atteint 65 nm (a` 1/e2) cependant la re´solution du
syste`me reste limite´e par les lobes secondaires qui atteignent 63% du maxi-
mum de la tache centrale. Remarquons que de tels re´sultats ont e´te´ mesure´s
dans l’e´quipe de S. W. Hell en utilisant des e´chantillons forme´s d’une tre´s
fine couche de luminophores [46]. La pre´sence de lobes secondaires est tre`s
geˆnante pour observer directement les e´chantillons puisqu’ils cre´ent un phe´-
nome`ne de de´doublement de l’image. La solution est de de´convoluer l’image
par la fonction d’efficacite´ de de´tection (MDE) [87,88]. De toute fac¸on, il est
toujours conseille´ de de´convoluer les images pour ame´liorer leur re´solution
quel que soit le type de microscope utilise´. Ne´anmoins la de´convolution reste
limite´e par la complexite´ des algorithmes [89], il est donc tre`s important d’ar-
river a` re´duire les lobes secondaires. Plusieurs me´thodes ont e´te´ propose´es.
Certains ont envisage´ de modifier la forme du faisceau excitateur [90, 91] en
appliquant les concepts de Toraldo di Francia [81, 82] a` la 4π−microscopie.
Cette technique complexifie encore la forme du 4π−microscope, or ce micro-
scope est peut eˆtre de´ja` trop complexe pour une utilisation courante dans
des laboratoires de biologie. Une ide´e plus simple a e´te´ expose´e par J. Be-
wersdorf au congre`s ”Focus On Microscopy” en 2005 a` Jena (Allemagne). Il
pre´conisait d’utiliser des fluorophores e´mettant dans le rouge de sorte que les
lobes secondaires de la EEF tombent sur les minima de la CEF. Le re´sul-
tat repre´sente´ a` la figure 5.26 montre que les lobes secondaires ne de´passent
pratiquement plus 20% du maximum de la tache centrale. Malheureusement
25Or ces bras mesurent ge´ne´ralement plusieurs dizaines de centime`tres.
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Fig. 5.25 – Coupes longitudinales du volume d’efficacite´ de de´tection d’un
4π−microscope de type C de grossissement ×40 avec un objectif d’ouverture
nume´rique NA=1.3 dans l’huile, a` travers un trou de 20µm de diame`tre. La
fluorescence est conside´re´e comme monochromatique (λ=525nm). Le faisceau
pompe est un Laser (λ=488nm) gaussien (β=0.1) polarise´ rectilignement se-
lon X. (a) repre´sente la coupe dans le plan (XoZ). (b) repre´sente la coupe
dans le plan (YoZ). (c) est une comparaison des re´solutions axiales des trois
types de 4π−microscope.
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ce re´sultat interessant est limite´ a` un type de fluorophores. Il ne peut donc
pas eˆtre utilise´ pour observer de nombreux phe´nome`nes biologiques qui ne´-
cessitent d’utiliser d’autres fluorophores. C’est pourquoi, jusqu’a` pre´sent, la
solution utilise´e (par exemple dans le 4π−microscope commercial de Leica)
est l’excitation a` deux photons [92].
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Fig. 5.26 – EEF, CEF ((a)) et MDE ((b)) le long de l’axe optique
d’un 4π−microscope de type C. La fluorescence est de´cale´e dans le rouge
(λ=775nm) de fac¸on a` atte´nuer la hauteur des lobes secondaires. Le laser est
gaussien (λ=488nm et β=0.1) polarise´ rectilignement selon X. NA=1.3 dans
l’huile et m=40. Le diame`tre du trou confocal est de 20 microns.
5.2.3 4π−microscopie a` deux photons
Nous avons vu sur le diagramme de Jablonski de la figure 5.1 que
l’excitation d’un fluorophore peut eˆtre obtenue par l’absorption simultane´e
de deux photons de faible e´nergie. Dans ce cas, l’efficacite´ d’excitation n’est
plus proportionnelle a` l’intensite´ du faisceau excitateur mais au carre´ de
cette intensite´. Cette me´thode ne´cessite l’utilisation d’un Laser pulse´ pour
accroˆıtre la probabilite´ d’absorption. La plupart des fluorophores utilise´s en
Biologie cellulaire ont un spectre d’absorption (a` un photon) dans le visible.
En microscopie a` deux photons les faisceaux excitateurs e´mettent donc dans
l’infrarouge proche. Gugel et al. [92] utilisent, par exemple, un fluorophore
appele´ ”Oregon Green”, excite´ a` 488nm dans le re´gime a` un photon et a`
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Fig. 5.27 – Comparaison des re´solutions en 4π−microscopie a` 1 et 2 photons
le long des trois axes. Les Lasers sont gaussiens (β=0.1), polarise´s rectiligne-
ment selon X. La longueur d’onde d’absorption a` 1 photon est λ = 488nm,
celle a` 2 photons est λ = 2 × 488nm. NA=1.3, m=40 et le trou confo-
cal a un diame`tre de 20 microns. La fluorescence est conside´re´e comme
monochromatique(λ=525nm).
880nm dans celui a` deux photons. L’utilisation de longueurs d’onde dans
l’infrarouge a des avantages, par exemple, sur la pe´ne´tration des photons
dans les tissus biologiques [6]. Elle a aussi des inconve´nients, notamment sur
la re´solution. En effet, bien que l’efficacite´ d’excitation soit proportionnelle
au carre´ de l’excitation, la re´solution est moins bonne qu’en microscopie a`
un photon [7]. Ne´anmoins de´s 1992, Hell et Stelzer [93] ont montre´ qu’une
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telle excitation a` deux photons ame´liore conside´rablement la re´solution axiale
d’un 4π−microscope puisque elle permet d’atte´nuer les lobes secondaires. La
figure 5.27 compare les re´solutions d’un 4π−microscope de type C, le long
des trois axes, selon qu’il fonctionne dans le re´gime d’absorption a` un photon
ou a` deux photons [94]. Nous constatons clairement que les lobes secondaires
sont atte´nue´s puisqu’ils n’atteignent plus que 29% du maximum (contre 63%
dans le cas de l’absorption a` un photon), malheureusement la tache centrale
est plus large dans toutes les directions. Les rayons de cette tache sont res-
pectivement e´gaux a` 246nm (contre 193nm dans le cas de l’absorption a` un
photon), 198nm (contre 142nm) et 82nm selon les axes X, Y et Z. La re´so-
lution late´rale est donc de 27 a` 40% moins bonne a` deux photons qu’a` un
photon. Dans le chapitre suivant nous pre´sentons donc une nouvelle technique
qui permet d’ame´liorer cette re´solution late´rale.
5.3 4π−microscope modifie´
Dans ce chapitre nous allons pre´senter une technique qui permet d’aug-
menter la re´solution late´rale d’un 4π−microscope tout en conservant les nom-
breux avantages d’un tel microscope, voire en les ame´liorant le´ge`rement [95].
Pour ce faire, nous proposons une me´thode qui re´duit le volume d’efficacite´
de collection. A priori tre`s peu de travaux ont e´te´ mene´s sur l’e´tude de la
CEF alors que de nombreuses techniques26 ont e´te´ utilise´es pour ame´liorer la
EEF. De plus contrairement a` bon nombre de ces techniques, notre me´thode
est inde´pendante de la longueur d’onde des sources, ce qui est important
puisque les fluorophores ont des spectres relativement larges. Enfin cette me´-
thode simple s’appuie sur un 4π−microscope existant et commercialise´ par
Leica [92, 96], une expe´rience peut donc eˆtre re´alise´e ”facilement” par les la-
boratoires qui posse`dent un tel microscope.
5.3.1 Description de la me´thode
La me´thode consiste a` re´duire la cohe´rence spatiale des signaux
de fluorescence collecte´s par chacun des deux objectifs [95, 96]. Dans un
4π−microscope ”classique”, nous avons vu que les images respectives du fluo-
rophore, faites par chacun des bras du 4π−microscope, sont syme´trique par
rapport au plan focal de la lentille de tube. Ainsi lorsque la source est dans le
plan focal des objectifs les images sont confondues dans le plan du de´tecteur.
Dans notre syste`me repre´sente´ a` la figure 5.29, nous retournons l’une de ces
26Filtre de phase, polarisation du faisceau d’excitation, STED ...
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Fig. 5.28 – (a) et (b) repre´sentent respectivement les coupes longitudi-
nales en (XOZ) et en (YOZ), du volume d’excitation a` deux photons d’un
4π−microscope. Le Laser (λ = 2 × 488nm) est polarise´ rectilignement se-
lon X. (c) et (d) repre´sentent respectivement les coupes longitudinales en
(XOZ) et en (YOZ), du volume de de´tection d’un 4π−microscope de type C
fonctionnant avec une excitation a` 2 photons. La fluorescence est conside´re´e
comme monochromatique(λ=525nm). NA=1.3, m=40 et le trou confocal a
un diame`tre de 20 microns.
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Fig. 5.29 – 4π−microscope de forme classique, modifie´ pour accroˆıtre la re´-
solution late´rale.
images en ajoutant un syste`me inverseur sur l’un des bras. Ce syste`me inver-
seur est en fait un syste`me afocal de grossissement -1. Dans ce cas, les deux
images ne sont plus syme´triques par rapport au plan focal de la lentille de
tube mais par rapport au foyer. Ce syste`me est e´quivalent a` un microscope
a` un objectif qui observe deux dipoˆles cohe´rents syme´triques par rapport au
foyer de l’objectif (cf. fig. 5.30).
5.3.2 Calcul de la CEF
Approximation scalaire
Pour comprendre pourquoi la re´solution late´rale est ame´liore´e, plac¸ons
nous dans les conditions de Fresnel en faisant l’approximation scalaire de´crite
dans le chapitre 5.1.3.3. Lorsque le fluorophore est dans le plan focal commun
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Fig. 5.30 – (a) repre´sente un fluorophore dans le plan d’observation des deux
objectifs d’un 4π−microscope. En (b) un objectif sert a` observer deux fluoro-
phores cohe´rents, syme´triques par rapport au foyer pour notre 4π−microscope
modifie´ ou syme´triques par rapport au plan focal pour un 4π−microscope
”classique”. Les montages (a) et (b) sont e´quivalent du point de vue de
l’e´mission.
des objectifs, ses deux images sont des fonctions d’Airy centre´es sur les images
ge´ome´triques. L’intensite´ en un point du plan focal de coordonne´s (x,y) est,
pour une source situe´e en (R,0,0) par rapport au foyer,
ImR(x, y) =

2
J1
(
k NA
√
(x−mR)2+y2
m
)
k NA
√
(x−mR)2+y2
m


2
(5.29)
pour un 4π−microscope ”classique” et
ImR(x, y) =


J1
(
k NA
√
(x−mR)2+y2
m
)
k NA
√
(x−mR)2+y2
m
+
J1
(
k NA
√
(x+mR)2+y2
m
)
k NA
√
(x+mR)2+y2
m


2
(5.30)
pour un 4π−microscope modifie´. L’efficacite´ de collection, pour la source
situe´e en (R,0,0), est :
CEF (R) =
∫∫
S
ImR(x, y) dxdy (5.31)
avec S la surface du ste´nope´. Dans un premier temps, plac¸ons nous dans le cas
ou` les surfaces du trou et de la photodiode sont infiniment grandes. Lorsque
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le luminophore est au foyer (R=0), quelque soit le 4π−microscope, les deux
fonctions d’Airy sont superpose´es et l’intensite´ collecte´e est donc e´gale a` :
CEF (0) = 8π
( m
k NA
)2 ∫ ∞
0
u
(
J1 (u)
u
)2
du (5.32)
= 4A (5.33)
De meˆme dans un 4π−microscope ”classique”, lorsque la source reste dans le
plan focal des objectifs, les deux fonctions d’Airy sont superpose´es. L’intensite´
de´tecte´e est donc constante :
CEF (R) = 4A. (5.34)
Par contre dans un 4π−microscope modifie´, nous avons vu que les deux
images sont syme´triques par rapport au foyer. En conside´rant qu’au dela`
de la tache centrale, l’intensite´ dans la fonction d’Airy est nulle, nous pou-
vons dire qu’a` partir d’une certaine position du fluorophore les deux images
n’interfe`rent plus, de sorte que
ImR(x, y) =
[
J1 (u
−)
u−
]2
+
[
J1 (u
+)
u+
]2
(5.35)
avec
u± =
k NA
√
(x±mR) 2 + y2
m
. (5.36)
D’ou`
CEF (R) = 2A pour R > 1.22λ
2NA
. (5.37)
Sur la figure 5.31 (a), nous pouvons effectivement constater qu’en l’absence
de trou confocal, la CEF d’un microscope classique est constante alors qu’elle
de´croˆıt rapidement pour se stabiliser a` 50% avec des oscillations pseudo-
amorties dans le cas d’un 4π−microscope modifie´. La figure 5.31 (b) nous
montre que meˆme avec un trou qui a un diame`tre a` la limite de la diffraction27,
notre syste`me double la re´solution late´rale du microscope. Nous avons vu,
dans les chapitres pre´ce´dents, que la largeur transverse du volume d’efficacite´
de collection ”classique” de´pendait essentiellement du rapport du diame`tre
du trou sur le grossissement du microscope (φ/m). Dans notre microscope
modifie´ la largeur du ”pic central” de la CEF est, en fait, comple`tement
lie´e a` la largeur de la tache d’Airy. La figure 5.32 nous montre l’influence
de l’ouverture nume´rique de l’objectif sur la largeur transverse du volume
d’efficacite´ de collection d’un 4π−microscope modifie´. Cette largeur est donc
directement proportionnelle a` λ/NA.
27Le diame`tre du ste´nope´ est e´gale a` celui de la taˆche d’Airy. Plus petit, il ferait chuter
le rapport signal a` bruit.
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Fig. 5.31 – Coupe dans le plan focal de volumes d’efficacite´ de collection de
4π−microscopes classiques (courbes en pointille´s) et modifie´s (courbes conti-
nues). Sans trou : (a). Avec un trou de 20 microns adapte´ a` la fonction
d’Airy : (b). NA=1.3 dans l’huile, m=40 et λ=525 nm.
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Fig. 5.32 – Influence de l’ouverture nume´rique de l’objectif sur la largeur
transverse du volume d’efficacite´ de collection d’un 4π−microscope modifie´.
λ=525 nm. Le diame`tre du trou est tre`s grand par rapport a` la tache d’Airy.
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Fig. 5.33 – (a) est une coupe longitudinale du volume d’efficacite´ de collec-
tion d’un 4π−microscope modifie´ (de type B ou C) de grossissement ×40 avec
un objectif d’ouverture nume´rique NA=1.3 dans l’huile, a` travers un trou de
20µm de diame`tre. La fluorescence est conside´re´e comme monochromatique
(λ=525nm). (b) et (c) comparent la CEF d’un 4π classique a` celle d’un 4π
modifie´ respectivement dans le plan transverse et le long de l’axe optique.
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Calcul vectoriel en trois dimensions
Pour calculer l’efficacite´ de collection dans tout l’espace, nous devons
utiliser le calcul vectoriel vu au chapitre 4.3.2. Compte tenu des syme´tries
vues pre´ce´demment, le champ au niveau du de´tecteur (au point M) s’e´crit
comme une somme de deux champs calcule´s avec la formule (4.33).
→
E
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)
=
→
E1
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)
+
→
E2
( −→
FlM,
→
p,
−→−pos
)
(5.38)
Dans ce cas, l’intensite´ de´tecte´e par la photodiode a` travers le trou confocal
de surface S est :
I(
→
p,
−→
pos) =
∫∫
S
[
→
E
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)
·
→
E∗
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)]
d
−→
FlM (5.39)
et le volume de collection repre´sente´ a` la figure 5.33, est de´crit par la fonction :
CEF (
−→
pos) =
∫
λ
{∫∫
OI(
→
p,
−→
pos)d
→
p
}
Spectre(λ) dλ . (5.40)
Il est a` remarquer que contrairement a` la syme´trie sur les positions des di-
poˆles, celle sur les orientations a une influence sur la forme longitudinale de
la CEF. En plus de re´duire le diame`tre late´ral de la tache centrale, notre
me´thode ame´liore donc la CEF le long de l’axe optique comme nous pouvons
le constater sur la figure 5.33 (c).
5.3.3 4π−microscope modifie´ a` 1 ou 2 photons
L’efficacite´ de de´tection dans notre 4π−microscope modifie´ de type C
est donc le re´sultat du produit de l’efficacite´ d’excitation, de la figure 5.19
pour une absorption a` 1 photon ou de la figure 5.28 pour une absorption a`
2 photons, par l’efficacite´ de collection de la figure 5.33. Les volumes sont
repre´sente´s a` la figure 5.34. Dans chacun des re´gimes (1 ou 2 photons) notre
syste`me ame´liore sensiblement la re´solution dans toutes les directions. En
re´gime line´aire les dimensions late´rales de la taˆche sont infe´rieures a` la limite
de diffraction et les lobes secondaires sont le´ge`rement atte´nue´s [95]. De meˆme,
dans le cas d’une excitation a` deux photons, nous atteignons des re´solutions
late´rales meilleurs qu’en microscopie confocale a` 1 photon tandis que les lobes
secondaires sont quasi inexistants [96]. Nous comparerons ces re´sultats avec
ceux obtenus en 4π−microscopie ”classique” dans le chapitre suivant.
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Fig. 5.34 – Cartes d’efficacite´ de de´tection dans le plan (XOZ) pour (a)
et (c) et dans le plan (YOZ) pour (b) et (d), d’un microscope d’ouverture
nume´rique NA=1.3 dans l’huile et de grossissement m=40. L’excitation est
a` 1 photon (λ=488nm) pour (a) et (b) et a` 2 photons (λ = 2 × 488nm)
pour (c) et (d). Le Laser est gaussien (β=0.1) polarise´ rectilignement selon
X. La fluorescence est conside´re´e comme monochromatique (λ=525nm). Le
trou confocal a un diame`tre de 20 microns.
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5.3.4 Comparaison des volumes de de´tection
Pour comparer les re´solutions atteintes par les diffe´rents types de mi-
croscopes confocaux a` fluorescence, nous avons choisi d’utiliser les caracte´ris-
tiques de mate´riels commerciaux qui donnent les meilleurs re´sultats possibles.
Par exemple, l’objectif de Zeiss d’ouverture nume´rique de 1.3 dans l’huile (et
de grossissement m=40) est particulie`rement bien adapte´ pour observer des
e´chantillons biologiques en milieu aqueux. Nous avons pris un fluorophore
qui a les caracte´ristiques de ”l’Oregon Green” commercialise´ par Molecular
Probes (λ=525nm). Nous avons vu, que dans ce cas, un ste´nope´ de 20 microns
de diame`tre (commercialise´ par exemple par Newport) est particulie`rement
bien adapte´ si le grossissement du microscope est m=40. Enfin le Laser d’ex-
citation est un Argon (λ=488nm) polarise´ rectilignement selon X et sa forme
est gaussienne (β=0.1). De meˆme, pour le re´gime d’excitation a` deux pho-
tons nous avons utiliser une longueur d’onde (λ = 2 × 488nm = 976nm)
qui nous permet de comparer les re´solutions avec celles obtenues en re´gime
d’absorption line´aire a` un photon. Nous pouvons par exemple utiliser le La-
ser picoseconde LDH-P-980 de chez PicoQuant. Remarquons que dans une
de nos publications [96], nous avons utilise´ un Laser e´mettant a` λ = 880nm
pour pouvoir comparer nos re´sultats nume´riques a` ceux de Gugel et al. [92].
Confocal A C1 C2 Cm1 Cm2
FWHM(x) 124 nm 124 nm 124 nm 162 nm 89 nm 102 nm
FWHM(y) 91 nm 91 nm 91 nm 125 nm 74 nm 90 nm
FWHM(z) 251 nm 50 nm 41 nm 49 nm 40 nm 47 nm
RES(x) 193 nm 193 nm 193 nm 246 nm 153 nm 187 nm
RES(y) 142 nm 142 nm 142 nm 198 nm 122 nm 154 nm
RES(z) 414 nm 76 nm 65 nm 82 nm 63 nm 74 nm
Hlob1 - 66% 63% - 56% -
Hlob2 - 18% 16% 29% 11% 21%
Tab. 5.1 – Re´capitulatif des valeurs qui de´crivent les volumes d’efficacite´ de
de´tection pour un microscope confocal, un 4π−microscope de type A (A), de
type B (B), de type C a` 1 et 2 photons (C1 et C2) et pour un 4π−microscope
modifie´ de type C a` 1 et 2 photons (Cm1 et Cm2). La largeur de la tache
centrale des volumes est donne´e par la FWHM a` 50% du maximum et par la
fonction RES a` 1/e2. Hlob1 et Hlob2 repre´sentent les hauteurs du premier et
du deuxie`me lobe le long de l’axe Z.
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Fig. 5.35 – Coupes des MDE le long des trois directions X, Y et Z. NA=1.3
dans l’huile, m=40. Le trou a un diame`tre de 20 microns. La fluorescence
est conside´re´e comme monochromatique (λ = 525nm) et le laser est gaus-
sien (β=0.1) polarise´ rectilignement selon X. λ = 488nm dans le cas d’une
excitation a` 1 photon et λ = 2× 488nm dans celui a` 2 photons.
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5.3.5 Application expe´rimentale
La re´alisation d’un 4π−microscope de type B ou C est tre`s difficile.
En effet, pour interfe´rer au niveau de la photodiode, les signaux de fluo-
rescence collecte´s par chacun des deux objectifs doivent avoir parcouru des
chemins optiques strictement de meˆme longueur. Or l’ajout du syste`me in-
verseur dissyme´trise le syste`me, il faut donc aussi modifier l’autre bras du
4π−microscope en tenant compte des effets de dispersion chromatique. Pour
ne pas casser la syme´trie du montage, l’ide´e est d’utiliser un syste`me inver-
seur unidirectionnel sur chaque bras. Sur la figure 5.36, les deux syste`mes
inverseurs sont forme´s de deux lentilles cylindriques, de sorte qu’ils ne ren-
versent l’image que dans la direction orthogonale a` l’axe des cylindres. Ils
sont donc identiques mais oriente´s a` 90 degre´s l’un par rapport a` l’autre.
Sur le de´tecteur (au point M), le champ provenant d’un fluorophore situe´ a`
une position
−→
pos par rapport au foyer commun des objectifs, est la somme
de deux champs qui semblent avoir e´te´ e´mis par deux dipoˆles situe´s a` des
positions
−→
pos1 et
−→
pos2 du foyer.
→
E
( −→
FlM,
→
p,
−→
pos
)
=
→
E1
( −→
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Ce double syste`me inverseur, nous permet d’obtenir les meˆme volumes d’ef-
ficacite´ d’e´mission, de collection et de de´tection que ceux du 4π−microscope
modifie´ des chapitres pre´ce´dents, tout en conservant la syme´trie du montage.
5.3.6 Microscopie a` bioluminescence
Certains luminophores, comme par exemple les mole´cules chimico- ou
bioluminescentes, ne sont pas excite´s optiquement mais chimiquement. Dans
ce cas, les observer avec une bonne re´solution est difficile puisque sans fais-
ceau excitateur, l’efficacite´ de de´tection du microscope est e´gale a` son effi-
cacite´ de collection. Pourtant la microscopie chimico- ou biolunimescente a
de nombreuses applications ; pour faire des analyses biochimiques et de´tec-
ter la pre´sence de bacte´ries [78, 97, 98] mais aussi pour comprendre certains
phe´nome`nes de biologie cellulaire [99]. La figure 5.37 (a) montre que ni les
microscopes confocaux ni meˆme les 4π−microscopes classiques de type B
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Fig. 5.36 – 4π−microscope a` deux syste`mes inverseurs forme´s de lentilles
cylindriques. Les axes des cylindres sont dans le plan de la feuille pour le
syste`me de droite et orthogonaux a` la feuille pour celui de gauche.
n’ont la capacite´ de re´soudre des objets distants de moins de 300 nanome`tres
dans le plan focal alors que notre syste`me permet d’atteindre une re´solution
late´rale de 175 nanome`tres. Bien que notre me´thode permette de re´duire les
dimensions du volume de de´tection le long de l’axe optique, les lobes secon-
daires restent tre`s geˆnants. Il faudra donc travailler sur les algorithmes de
de´convolution pour avoir des images bien re´solues.
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Fig. 5.37 – Coupes late´rales (a) et longitudinales (b) des MDE en mi-
croscopie bioluminescente. NA=1.3 dans l’huile, m=40. Le trou a un dia-
me`tre de 20 microns. La fluorescence est conside´re´e comme monochromatique
(λ = 525nm). Courbes en pointille´s longs : microscope confocal, continues :
4π−microscope de type B et en pointille´s courts : 4π−microscope modifie´ de
type B.
Conclusion
Pour ame´liorer la compre´hension des processus de signalisation cel-
lulaires, les biologistes ont besoin d’outils leur permettant entre autres de
suivre et de localiser certaines mole´cules d’inte´reˆt. Les progre`s re´cents dans
le domaine des came´ras ultrasensibles et l’apparition de nouvelles sources tre`s
lumineuses et stables permettent de suivre des mole´cules individuelles avec
une pre´cision nanome´trique dans le plan focal de l’objectif du microscope.
De plus, la commercialisation par Leica d’un 4π-microscope fonctionnant en
re´gime d’absorption a` deux photons semble indiquer que les expe´rimenta-
teurs des laboratoires de biologie conside`rent que les inconve´nients d’un tel
microscope (Stabilite´ et difficulte´s de re´glage) sont ne´gligeables compare´s a`
ses avantages (Collection de la fluorescence dans tout l’espace et une re´so-
lution le long de l’axe optique infe´rieure a` 100 nanome`tres). Ne´anmoins, ces
techniques pre´sentent encore des limitations non-ne´gligeables. Nous n’en ci-
terons que deux : la pre´cision sur la localisation axiale des luminophores, des
techniques de suivi de mole´cules individuelles et la re´solution late´rale des
microscopes confocaux (y compris des 4π-microscopes). Ce travail de the`se
avait donc pour objectif de re´aliser un syste`me base´ sur un 4π-microscope qui
permettrait de localiser avec une grande pre´cision les luminophores le long
de l’axe optique.
Apre`s une rapide mode´lisation du proble`me qui nous a permis d’e´tu-
dier les nombreux avantages de la me´thode, nous avons construit un 4π-
microscope couple´ a` un interfe´rome`tre de Michelson. Ce syste`me utilise les
caracte´ristiques de la source (notamment son spectre) pour la localiser avec
une pre´cision qui ne de´pend que du rapport signal a` bruit. Cependant remar-
quons que la re´alisation expe´rimentale a souligne´ la sensibilite´ de la technique
aux aberrations (en particulier chromatiques).
Paralle`lement a` ce travail, nous avons entrepris de de´velopper une me´-
thode de calcul de la diffraction dans un microscope, notamment pour pouvoir
calculer la re´solution dans toutes les directions de l’espace, de tous les types
de microscopes confocaux a` fluorescence. A partir de ces travaux, nous avons
propose´ un syste`me simple a` inclure dans les 4π-microscopes (de type C)
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pour augmenter de 30% leur re´solution late´rale. Le 4π-microscope commer-
cialise´ par Leica pourrait ainsi devenir tre`s efficace (du point de vue de la
re´solution) dans toutes les directions.
Ces re´sultats (expe´rimentaux et nume´riques) tendent a` montrer que
le 4π-microscope peut eˆtre un outil puissant encore perfectible qui, par sa
conception, reste difficile a` utiliser.
Les perspectives de ces travaux sont multiples. Tout d’abord, il est pos-
sible de modifier notre montage expe´rimental pour qu’il y ait moins d’aberra-
tions chromatiques, par exemple, en remplac¸ant les objectifs par des objectifs
de meilleure qualite´. Il est aussi envisageable de suivre les mole´cules sur de
plus grandes distances en utilisant un interfe´rome`tre de Linnik a` la place
de l’interfe´rome`tre de Michelson. Et enfin, il serait inte´ressant d’utiliser ce
montage sur des e´chantillons bioluminescents.
Pour ce qui concerne les calculs de diffraction dans les microscopes, de
nombreuses autres applications sont envisageables (certains sont en cours de
de´veloppement). Par exemple, ces calculs servent actuellement a` mode´liser
l’imagerie de billes de polystyre`ne en microscopie CARS. D’autre part, nous
pourrions imaginer appliquer la me´thode utilise´e pour augmenter la re´solu-
tion late´rale des 4π-microscopes, a` d’autres syste`mes comme le microscope
a` quatre objectifs du groupe de E. H. K. Stelzer. Enfin il serait, sans doute,
tre`s utile d’e´tudier le proble`me de la de´convolution des images en fonction
de la forme du volume d’efficacite´ de de´tection.
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Re´sume´
L’e´tude des me´canismes inter- et intra-cellulaires ne´cessite d’utiliser des ou-
tils d’observation non invasifs pour la cellule, sensibles aux faibles signaux et
tre`s re´solvants tant spatialement que temporellement. Actuellement, les tech-
niques de microscopie a` fluorescence re´alisent le meilleur compromis entre ces
trois caracte´ristiques, notamment graˆce a` l’apparition de came´ras ultrasen-
sibles et du 4π-microscope. Ne´anmoins, la localisation axiale de mole´cules
individuelles et la re´solution late´rale des microscopes confocaux doivent eˆtre
encore ame´liore´es. Le couplage d’un 4π-microscope et d’un interfe´rome`tre de
Michelson, nous a permis de localiser axialement des luminophores par in-
terfe´rome´trie a` faible longueur de cohe´rence. Nous avons e´galement propose´
une modification des 4π-microscopes afin d’ame´liorer leur re´solution late´rale.
Mots-cle´s : 4π-microscopie, interfe´rome´trie a` faible longueur de cohe´rence,
super-re´solution, localisation axiale, volume de collection, microscopie confo-
cale a` fluorescence.
Abstract
Ultra-sensitive, super-resolving and non invasive tools are required for stu-
dying the cell machinery at the molecular level. Thanks to the use of ultra-
sensitive cameras and to the development of the 4π-microscope, fluorescence
microscopy technique is the best tool for this kind of study. Nevertheless, the
axial localization of single molecules and the lateral resolution of the confo-
cal microscopes must be improved. In our optical set-up, a 4π-microscope
coupled to a Michelson interferometer allows to determine the axial position
of a luminophore by Partial Coherence Interferometry (PCI). We have also
proposed a configuration of 4π-microscopes for improving their lateral reso-
lution.
Keywords : 4π-microscopy, Partial Coherence Interferometry, PCI, super-
resolution, Axial localization, Molecule Detection Efficiency, Collection Effi-
ciency Function, Fluorescence confocal microscopy.
